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MgCl2 Magnesiumchlorid 
MgSO4 Magnesiumsulfat 
NaCl Natriumchlorid (Kochsalz) 
P Placebo 
PCR Polymerase Chain Reaction, Polymerase Kettenreaktion 
PLE Protein lossing Enteropathie 
PP Peyer´sche Plaques 
S.  Saccharomyces 
SCFA Short Chain Fat Acid  
spp. mehrere Spezies einer Gattung 
TAE-Puffer Tris-Acetat-EDTA-Puffer 
Taq-Polymerase Polymerase des Bakterium Thermus aquaticus 
TLR Toll like Rezeptor 
TNF-a Tumornekrose Faktor 
TP Totalprotein 
TRIS Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 
TS Trockensubstanz 
U Umdrehungen 
IU internationale Units 
V Verum 
var. Varietät 
VO Verordnung 
WHO World Health Organization 
β beta 
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1 Einleitung 
Durchfallerkrankungen unterschiedlicher Genese sind eine der häufigsten Vorstellungsgründe 
in der Kleintierpraxis. Neben den Folgen für die betroffenen Tiere, wie Störungen des 
Allgemeinbefindens und vor allem der Verlust meist großer Mengen an Körperflüssigkeit und 
Elektrolyten, ist die Erkrankung oft auch eine enorme Belastung für den Besitzer. 
Unter Berücksichtigung der in den letzten Jahren angestiegenen Anzahl resistenter 
Mikroorganismen (NORMAND et al. 2000) und des häufig zu zeitigen Einsatzes antimikrobiell 
wirksamer Therapeutika, ist eine Alternative zur Therapie bzw. eine Unterstützung der 
therapeutischen Mittel indiziert. In vielen Bereichen bewiesen Probiotika die Möglichkeit eines 
solchen Einsatzes. Vor allem in der Überbrückung des Analysezeitraumes zur Erstellung eines 
Antibiogramms ist der Einsatz von bestimmten probiotischen Arzneimitteln, die 
bekanntermaßen eine Wirksamkeit bei gastrointestinalen Ekrankungen und 
gesundheitsfördernde Effekte ausüben (FRIC et. al 2002; BISCHOFF et. al 2005), berechtigt. 
Hierdurch können weitere Resistenzbildungen der Mikroorganismen und daraus folgende 
Therapieresistenzen verhindert und der allgemeine Gesundheitsstatus des Tieres verbessert 
werden.  
Die bisherigen Erkenntnisse zur Wirksamkeit und Verträglichkeit von Escherichia coli Stamm 
Nissle 1917 bei Kleintieren beschränken sich auf Einzelanwendungen mit dem Humanpräparat 
Mutaflor®. Zumeist setzen die Besitzer dieses bei Verdauungsstörungen, vor allem Durchfällen, 
bei ihren Tieren ein. Die beobachtete Wirksamkeit und Verträglichkeit wurde stets als gut oder 
sehr gut bewertet. 
Die bisher durchgeführten Studien und Erkenntnisse aus der täglichen Anwendung der 
Tierarznei Ponsocol® bei den Tierarten Rind und Pferd sowie die genannten Einzelfallberichte 
der Anwendung von E. coli Stamm Nissle 1917 bei Kleintieren bildeten die Grundlage für die 
Durchführung dieser Studie zur Anwendung von E. coli Stamm Nissle 1917 zur Therapie von 
gastrointestinalen Störungen bei Hunden. 
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2 Literaturübersicht 
2.1 Der Magen-Darm-Trakt des Hundes und seine Besonderheiten 
2.1.1 Morphologie des Darmes 
Der Magen-Darm-Trakt des Hundes ist anatomisch ähnlich dem des Menschen und anderer 
monogastrischer Tiere aufgebaut. Er lässt sich in die folgenden Regionen unterteilen: die 
Maulhöhle, den Rachen, die Speiseröhre, den Magen, den Dünndarm, den Dickdarm und den 
Enddarm. Das Fassungsvermögen und die Gesamtlänge variieren mit der Größe des Hundes. 
Im Allgemeinen ist der Dünndarm etwa dreieinhalbmal länger als die Köperlänge des 
betreffenden Hundes, wohingegen der Dickdarm im Vergleich zu anderen Haussäugetieren 
eher kurz und einfach geformt ist (BUDRAS 2007). Auffallend ist, dass im Gegensatz zu vielen 
anderen Haussäugetieren kein signifikanter Durchmesserunterschied zwischen Dünn- und 
Dickdarm besteht (NICKEL 1999). 
Die Darmwand baut sich morphologisch aus der Mukosa (Epithel, Lamina propria, Lamina 
muscularis mucosae), der Submukosa, der Tunica muscularis und der Serosa auf. Durch die 
unterschiedlich starke Fältelung der Darmwand in den verschiedenen Segmenten entstehen die 
Krypten und die Zotten. Diese erzielen eine erstaunliche Oberflächenvergrößerung, was vor 
allem den resorptiven Prozessen des Darmes zugute kommt (WEISS u. POSPISCHIL 1999). 
An der Schleimhautoberfläche befinden sich unter anderem die Enterozyten, die einer 
ständigen Erneuerung unterzogen werden. Daneben existieren noch andere Zellen, wie die 
neuroendokrinen Zellen, die Becherzellen und die intraepithelialen Lymphozyten (WEISS u. 
POSPISCHIL 1999).  
 
2.1.2 Physiologische Entwicklung der Mikroflora und ihre Bedeutung 
Der überwiegende Teil des heute vorhandenen Kenntnisstandes über die Zusammensetzung 
der intestinalen Mikroflora beruht auf Untersuchungen beim Menschen (ROBERFROID et al. 
1998; ROLFE 2000; RASTALL 2004). Dabei wird die intestinale Mikroflora als Einheit aller 
Bakterien, Protozoen und Pilze definiert, die im Gastrointestinaltrakt vorkommen. Sie besteht 
aus bis an die Tausend Spezies, von denen heute ca. 400-500 bekannt bzw. kultivierbar sind 
(TANNOCK 2000; GUARNER u. MALAGELADA 2003). Die Bakterien werden entweder der 
residenten oder der transienten Keimflora zugeordnet. 
Die Besiedlung des Magen-Darm-Traktes mit Mikroorganismen erfolgt innerhalb der ersten drei 
bis vierundzwanzig Stunden nach der Geburt eines Individuums (BENNO et al. 1984; BENNET 
et al. 1989) und spezialisiert sich mit zunehmendem Alter, wodurch eine ausgeprägte 
Komplexizität entsteht (BLAUT et al. 2002). Entscheidend ist dabei die Keimflora des 
Geburtsweges und/oder der unmittelbaren Umwelt des infantilen Lebewesens. Zunächst 
siedeln sich aerobe bzw. fakultativ anaerobe Keime an (ROTIMI u. DUERDEN 1981), hier vor 
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allem Escherichia coli spp.. Durch deren Stoffwechselaktivitäten werden das Redoxpotential 
und der Sauerstoffgehalt des Colons rapide abgesenkt (MIDTVEDT 1998). Dies ermöglicht erst 
die Ansiedlung anaerober Bakterien, wie Bifidobakterien und Bacteroides spp. ca. drei bis fünf 
Tage nach der Geburt. Die Erstbesiedlung des Magen-Darm-Traktes ist über Jahre hinweg 
wegweisend für die Zusammensetzung der residenten Keimflora und für die unterschiedlichen 
Stoffwechselaktivitäten im Darm (DUCLUZEAU 1993). 
Auch mit zunehmendem Alter des Wirtes ist die Ansammlung intestinaler Mikroorganismen in 
hohem Maße individuellen Schwankungen unterworfen. Dennoch lässt sich der Magen-Darm-
Trakt mikrobiologisch prinzipiell in drei Regionen unterteilen: Magen, Dünndarm und Dickdarm 
(RASTALL 2004). Dabei hängt die Speziesverteilung von allogenen und autogenen Faktoren 
ab. Zur ersten Gruppe zählen neben Geschlecht, Alter, Ernährung und Umwelt- oder 
Hygieneverhältnissen, auch interne Einflüsse, wie pH-Wert, Darmperistaltik sowie 
Immunaktivität (SAVAGE u. WHITT 1982). Zu den autogenen Faktoren werden die 
Nahrungsbestandteile selbst und deren Zerlegungsprodukte gezählt. 
Der Magen-Darm-Trakt gilt als offenes ökologisches System und befindet sich bei einem 
gesunden Wirt im so genannten „steady state“ oder Fließgleichwicht (SAVAGE 1977). 
Grundsätzlich ist es nicht möglich die Zusammensetzung der Darmflora eines spezifischen 
Individuums zu einem konkreten Zeitpunkt zu bestimmen. Daher ist es auch nicht möglich 
Abweichungen von diesem Zustand zu beschreiben, d. h. festzustellen, ob eine in ihrer 
Zusammensetzung gestörte Darmflora vorliegt (HOLST u. BREVES 2005). Jedes Individuum 
scheint somit eine ihm eigene physiologische Darmbesiedlung zu besitzen. 
Die intestinale Mikroflora im Bereich des Colons besteht zu über 95% vorwiegend aus obligat 
anaeroben Bakterienarten und fakultativ anaeroben Bakterien. Zu den Erstgenannten gehören 
Vertreter der Gattungen Bacteroides und Clostridien spp.. Zu den Zweitgenannten werden 
Vertreter der Gattungen Bifidus, Lactobacillus sowie Enterobacteriaceae und Enterococcen 
gezählt (BLEDAY et al. 1993; TANNOCK 2000; FANARO et al. 2003). 
Die Gastrointestinalflora des Hundes weist zudem verglichen zum Menschen und anderen 
Haussäugetieren einen weitaus geringeren Gehalt an Bifidobakterien (RASTALL 2004) und 
zusätzlich einen bemerkenswert hohen Gehalt an Clostridium perfringens (Cl. perfringens) auf. 
Die Rolle von Clostridium perfingens bei pathogenen Prozessen, wie z. B. der Antibiotika-
assoziierten Colitis des Hundes, wird bis heute kontrovers diskutiert (WILLARD et al. 1998).  
Die Bakterienpopulation ist von entscheidender Bedeutung bei der Abwehrfunktion des 
Gesamtorganismus, die sich umso effizienter gestaltet, je größer die Bakterienvielfalt ist. Dabei 
ergaben Untersuchungen, dass prinzipiell die Anzahl der Mikroorganismen im Verlaufe des 
Verdauungstraktes von oral nach aboral stetig zunimmt (BLAUT et al. 2002; RASTALL 2004) 
und sich auch beim Hund auf eine Gesamtzahl von 109 bis 1013 KbE (Kolonie bildende 
Einheiten; engl. CfU = colony forming unit) im Colon (siehe Abbildung 1) beläuft. Eine weitere 
Untersuchung ergab einen stetigen Abfall der anaeroben Bakterien vom Colon transversum 
zum Rektum hin, wohingegen die aeroben Bakterien einen gleich bleibenden Gradienten 
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aufwiesen (FANARO et al. 2003). Wie in Abbildung 1 zu erkennen ist, beherbergt der Dickdarm 
die größte und umfangreichste Mikroorganismenpopulation und spielt daher eine der 
entscheidensten Rollen in der Erhaltung der Tiergesundheit (KRÜGER u. SCHRÖDL 2004). Die 
enorme Anzahl der Mikroorganismen verdeutlicht den entscheidenden Einfluss, den die 
Mikroflora auf die physiologischen und pathophysiologischen Prozesse ausübt.  
Die konstanten Wechselwirkungen zwischen dem Wirt und seiner intestinalen Keimflora können 
wichtige gesundheitsbedingende Effekte hervorrufen. Dementsprechend hatten bei gezielten 
Untersuchungen gnonobiotische Tiere eine dünnere Schleimhaut mit kürzeren Zotten und 
Krypten und vergrößertem Caecum (ABRAMS et al. 1963), die Motilität des Darmes war 
reduziert (ABRAMS u. BISHOP 1967) und das Immunsystem minder ausgebildet (UMESAKI et 
al. 1993). 
Zu unterscheiden ist bei den intestinalen Mikroorganismen weiterhin, ob sie rein protektiv oder 
potentiell pathogen sind. So sind die Milchsäurebakterien Vertreter (Lactobazillen) mit 
überwiegend gesundheitsfördernden Eigenschaften. Dagegen sind einige Escherichia coli 
Vertreter, Salmonellen und Campylobakter fakultativ bzw. obligat pathogene Bakterien. 
 
 
Abbildung 1:  Anzahl dominant vorkommender Bakteriengattungen im Magen-Darm-Trakt nach 
OUWEHAND u. VESTERLUND (2003) 
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Die unterschiedlichen Funktionen, die die Mikroflora ausübt, unterstreichen ihre besondere 
Bedeutung für den Gesamtorganismus. Neben metabolischen (Stoffwechsel-) Funktionen und 
trophischen (Ernährungs-) Funktionen als auch immunologischen Funktionen sind vor allem die 
protektiven (= Schutz-) Funktionen von Bedeutung (GUARNER u. MALAGELADA 2003). Eine 
Zusammenfassung der unterschiedlichen Funktionen wird in Tabelle 1 dargestellt: 
Tabelle 1:  Hauptfunktionen der intestinalen Mikroflora nach DOHMS (2004) 
Metabolische 
Funktionen 
fermentativer Abbau von nicht-verdaulichen Nahrungsbestandteilen 
und endogenen Schleimstoffen, Rückgewinnung von Energie als 
kurzkettige Fettsäuren, Bildung von Vitaminen (Vit. K und Vit. B), 
Absorption von Ionen 
Trophische 
Funktionen 
Kontrolle der Zellproliferation des Darmepithels; Differenzierung, 
Entwicklung und Aufrechterhaltung des darmassoziierten 
Immunsystems 
Protektive 
Funktionen 
Schutz gegen pathogene Keime durch Aufbau einer mikrobiellen 
Barriere; Reduzierung des Übergangs von Bakterien aus dem 
Darmlumen ins Lymphsystem 
Immunologische 
Funktionen 
Aktivierung GALT sowie systemisch angeborener und erworbener 
immunologischer Reaktionen; Abwehrsteigerung  
 
2.1.3 Die intestinale Barriere  
Die Darmwand agiert zusammen mit den Mikroben als intestinale Barriere. Dies ist erforderlich, 
da entwicklungsgeschichtlich und physiologisch das Lumen des Gastrointestinaltraktes zum 
„Außenmilieu“ gehört. Die Ausbildung und Aufrechterhaltung dieser Barriere ist neben den 
genannten resorptiven Prozessen die wichtigste Leistung des Verdauungskanals.  
Vor einem Eindringen durch intestinale Mikroorganismen und pathogene Krankheitserreger 
schützt sich der Organismus durch eine gestaffelte Abwehr aus spezifischen und 
unspezifischen Barrieren und Mechanismen (DOHMS 2004).  
Die intestinale Barriere setzt sich aus epithelialen, immunologischen, luminalen und mukosalen 
Faktoren zusammen, die das Eindringen von Antigenen und die Bildung von immunologischen 
Reaktionen kontrollieren (WALKER 2000; LU u. WALKER 2001; ISOLAURI 2001). Im Näheren 
gehören die luminalen und epithelialen physiologischen Mikroorganismen sowie die spezifische 
Barriere mit Teilen des darmassoziierten Immunsystems (GALT = gut associated lyphoid 
tissue), bestehend aus Peyer´schen Plaques, Sekundärfollikeln, Lymphknoten und 
Lymphozyten, dazu.  
Die unspezifische oder nicht immunologische Abwehr erfolgt dabei unter anderem durch die 
Sekrete der Darmanhangdrüsen (Galle), die Magensäure, die Darmperistaltik und das Epithel 
mit seiner von den Becherzellen produzierten Schleimschicht selbst. Hierbei handelt es sich um 
ein viskös-elastisches Kolloid bestehend aus hochmolekularen Glykoproteinen und Surfactant 
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Phospholipiden (MATSUO et al. 1997; PODOLSKY 1999). Die Darmperistaltik wird unter 
anderem durch eine Absenkung des pH-Wertes angeregt. Diese entsteht durch den 
mikrobiellen Abbau fermentierbarer Nahrungsbestandteile in kurzkettige Fettsäuren (SCFA = 
short chain fat acid). Diese SCFA sind außerdem für die Ernährung der Enterozyten 
verantwortlich (GREINWALD 1991).  
Schon die Besiedlung des Darmes in den ersten Lebenstagen eines Individuums verdeutlicht 
die Interaktionen zwischen den einzelnen Bakteriengattungen. So sind die gramnegativen 
fakultativ anaeroben Bakterien wie Escherichia coli die Wegbereiter für die Ansiedlung weiterer 
obligat anaerober Bakterien, wie Bifidobakterien oder Bacteroides (MIDTVEDT 1998). Sie 
agieren auch mit zunehmendem Alter des Wirtes synergistisch und halten das besondere Milieu 
des Darmes aufrecht. Diese Balance zwischen den residenten Keimen bestimmt die Stabilität 
der mikrobiellen Population, auch bei individuellen Schwankungen unter physiologischen 
Bedingungen. 
Weiter weisen gerade Spezies der Gattungen Bifidobakterien und Laktobazillen gezielte 
Abwehrfunktionen durch die Produktion antimikrobieller Agens auf (GUARNER u. 
MALAGELADA 2003; RASTALL 2004). Auch die Adhäsion nicht-pathogener Keime an die 
Epithelzellen kann eine Anlagerung oder das Eindringen pathogener Keime in diese verhindern 
(GUARNER u. MALAGELADA 2003). 
 
2.1.4 Das darmassoziierte Immunsystem 
Das darmassoziierte Immunsystem (GALT) stellt einen der wichtigsten Bestandteile der 
Infektabwehr dar. Aufgrund der enormen Oberflächenausdehnung von ca. 200 m² verkörpert 
die Darmmukosa ca. 75 % der gesamten mukosalen Oberfläche (STALLMACH 1999). Daher 
überrascht es nicht, dass sie als größter Pool für immunkompetente Zellen (GUARNER u. 
MALAGELADA 2003) dient. An den Oberflächen herrscht stetiger Kontakt zwischen den 
Mikroorganismen und einer Vielzahl von Substanzen (Antigenen). All dies bekräftigt, dass der 
Darm das größte Immunorgan des Körpers ist (OUWEHAND et al. 2002). 
Das GALT beinhaltet wie der Gesamtorganismus sowohl eine angeborene, 
antigenunspezifische Immunabwehr als auch eine erworbene Abwehr. Beide unterscheiden 
sich aber hinsichtlich einiger Komponenten. So kommt zum Beispiel den Epithelzellen 
(Enterozyten) eine große Bedeutung für das angeborene Immunsystem zu (XAVIER u. 
PODOLSKY 2000). Sie sind die vorherrschenden Mediatoren bei der Koordination der 
Wechselwirkungen immunologischer Abwehrleistungen (WINKLER et al. 2007), indem sie unter 
anderem antimikrobielle Substanzen sezernieren (O'NEIL et al. 1999; AYABE et al. 2000; 
CARIO et al. 2002). 
NICKEL et. al (1999) unterteilt das GALT in zwei Kompartimente: Die Lamina propria (LPL) und 
intraepithelialen Lymphozyten (IEL) und die antigenpräsentierenden dentritischen Zellen stellen 
das diffuse bzw. nicht organisierte Immunsystem, die Peyer`schen Plaques (PP) sowie die 
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solitären Lymphfollikel das organisierte Immunsystem dar. Zwischen beiden finden stetig 
intensive Interaktionen statt.  
Hervorzuheben ist die Rolle der Lamina propria Lymphozyten (LPL). Es handelt sich dabei um 
gereifte immunkompetente T- und B-Zellen, die via „Homing“ in die Lamina propria gelangen 
und den Memory-Zellen zugerechnet werden. Das „Homing“ ist ein wesentlicher Bestandteil des 
GALT: Hierbei gelangen zunächst Antigene (AG) durch Phagozytose über die M-Zellen in die 
Peyer`schen Plaques oder Lymphfollikel. Hier wird eine Immunantwort abhängig der von den 
M-Zellen expremierten Zytokinen (Interleukin-1 und Interleukin-6) induziert und spezifische 
Lymphozyten verlassen die Lymphfollikel. Anschließend findet deren Proliferation in den 
mesenterialen Lymphknoten statt. Danach gelangen sie über den Ductus thoracicus in die 
Blutzirkulation und zurück in die Lamina propria (WITTIG u. ZEITZ 2003). Dadurch kommt es zu 
einer spezifischen Immunantwort z. B. über die Sekretion von Immunglobulin A (IgA) durch 
Plasmazellen. IgA schützt die epithelialen Oberflächen vor infektiösen Antigenen, indem sie die 
Adhäsion und Invasion pathogener Mikroorganismen in die Enterozyten verhindern. Beim Hund 
expremieren zirkulierende T-Lymphozyten MHC-II Zellen altersabhängig (HOLMES u. LUNN 
1994). 
Bei Versuchen mit gnotobiotischen Tieren wurde immer wieder gezeigt wie bedeutend eine 
physiologische Mikroflora für die Anlegung (vor allem der LPL) und Aufrechterhaltung des GALT 
ist (UMESAKI et al. 1993; FALK et al. 1998; BUTLER et al. 2000; TANNOCK 2001).  
Das darmassoziierte Immunsystem hat dabei die schwierige Aufgabe eine Toleranz gegenüber 
oral aufgenommen Antigenen und komensalen Bakterien aufzuweisen (HUANG et al. 2003). 
Das Konzept der oralen Toleranz basiert dabei nach CAVE (2003) nicht auf einer 
immunologischen Ignoranz, sondern vielmehr auf einer antigen-spezifischen Antwort. Man geht 
davon aus, dass die intestinale Mikroflora physiologisch zu einer kontrollierten Entzündung des 
Darmepithels führt (ELSON et al. 2001). Zur Aufrechterhaltung dieser oralen Toleranz spielt die 
Apoptose der Lamina propria T-Zellen eine entscheidende Rolle (LEVINE u. FIOCCHI 2001; 
WITTIG u. ZEITZ 2003). Hierdurch wird einer unkontrollierten antigeninduzierten Expansion und 
somit einer chronischen intestinalen Entzündung entgegengewirkt. Ein weiterer 
Erklärungsansatz sind die von anderen T-Zellen abweichenden Reaktionen auf 
antigeninduzierte Aktivierung der LPL, die die Möglichkeit aufzeigen, gewebszerstörende 
Immunantworten gegen die im Darm allgegenwärtigen harmlosen Antigene zu unterbinden 
(BAILEY et al. 1998). 
 
2.1.5 Diarrhöe – Definition und Klassifikationen 
Die Diarrhöe ist weder ein spezifischer Krankheitsprozess noch Indikator einer primär 
gastrointestinalen Krankheit (HALL u. SIMPSON 2000). Sie ist vielmehr Symptom 
unterschiedlicher Krankheitskomplexe. 
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Allgemein versteht man unter der Diarrhöe eine Vermehrung der Kotmenge sowie des 
Wassergehaltes und eine Steigerung der Frequenz bei gestörter oder ungestörter Darmmotilität 
(SUTER et. al 2006). Üblicherweise passiert der Nahrungsbrei bei gesunden Individuen 
innerhalb von acht bis zehn Stunden den Dünndarm, dabei werden 80 % des Wassers aus dem 
Nahrungsbrei in den Körper aufgenommen. Auch im Dickdarm und Enddarm wird weiter 
Wasser resorbiert und so die Festigung des Kotes erreicht. Die gesamte Nahrungsbreipassage, 
abhängig von individuellen Schwankungen, dauert bei gesunden Hunden durchschnittlich 24 bis 
30 Stunden und ist spätestens nach 50 bis 60 Stunden abgeschlossen (MEYER u. ZENTEK 
2005). Folgend führt die Diarrhöe zu einer Störung des Wasser- und Elektrolythaushaltes des 
Gesamtorganismus (HALL u. SIMPSON 2000). 
Die Einteilung der Diarrhöe erfolgt nach unterschiedlichen Gesichtspunkten. Man gliedert 
Diarrhöen nach ihrem zeitlichen Verlauf (akut oder chronisch), nach ihrer anatomischen 
Lokalisation (Dünndarm oder Dickdarm) (siehe Tabelle 2), nach ihrer Ursache (Ätiologie), nach 
ihren morphologischen Veränderungen oder nach ihren funktionellen Komponenten 
(Pathophysiologie). Die funktionelle Diarrhöe unterteilt man wiederum in vier verschiedene 
Mechanismen: osmotische, sekretorische, exsudative oder eine durch gestörte Darmmotilität 
bedingte Diarrhöe (Tabelle 3). Diese Pathomechanismen können miteinander oder 
nebeneinander bestehen (HALL u. SIMPSON 2000). 
 
Tabelle 2:  Lokalisation der Diarrhöe nach SUTER (2006) 
Kot Dünndarm Dickdarm 
Konsistenz dünn wie Wasser dünn bis breiig 
Volumen gewöhnlich mehr normal bis abnehmend 
Absatz ggr. zunehmend hgr. zunehmend 
Kotdrang (Tenesmus) nicht vorhanden vorhanden 
Blut im Stuhl Melena (okkultes Blut) frisches Blut 
Schleimbeimengung nicht vorhanden vorhanden 
Gewichtsverlust gewöhnlich ungewöhnlich 
Vomitus gegebenenfalls gegebenenfalls 
 
Die systemischen Folgen der unterschiedlichen Diarrhöeformen reichen von sich selbst 
limitierenden bis hin zu tödlichen Verläufen. Dafür werden nicht die eigentlichen Ursachen, 
sondern vielmehr die häufig massiven Flüssigkeits- und Elektrolytverluste verantwortlich 
gemacht. Diese können ohne Intervention zu Dehydratation und Hämokonzentration, Azidose 
bis hin zur Schocksymptomatik und/oder einer dissiminierten intravasalen Gerinnung (DIG) 
führen (HAMANN et al. 1997).  
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Zur Beurteilung der systemischen Veränderungen durch die Erkrankung sind weitreichende 
diagnostische Untersuchungen notwendig. Anhand hämatologischer Untersuchungen lassen 
sich neben dem Dehydratationszustand (Hämatokritwert) und der Infektiösität (Leukozytenzahl) 
auch der Schweregrad (Erythrozyten, Thrombozyten) der Erkrankung beurteilen (HAMANN et 
al. 1997). 
Blutchemische Untersuchungen geben weiterhin Informationen über eventuell vorliegende 
Grunderkrankungen oder die organische Belastung des Organismus.  
Tabelle 3:  Pathomechanismen der funktionellen Diarrhöe (Charakteristika und Ursachen) 
Pathomecha-
nismus 
Charakteristik Ursache/Beispiele 
osmotische 
Diarrhöe 
gesteigertes 
Kotvolumen 
diätetische Ursachen  
nicht entzündliche Durchfälle 
Überangebot an löslichen nicht resorbierbaren Molekülen 
im Darm (z. B. Kohlenhydrate); mangelhafte Digestion oder 
Absorption im Dünndarm durch z. B. Schädigung der 
Zotten und Mikrovilli 
sekretorische 
Diarrhöe 
voluminös – 
wässrige 
Kotkonsistenz 
Sekretion von Wasser und Elektrolyten > Rückresorption 
passiv/aktiv:  
direkte Schädigung der Schleimhaut; infektiöse Diarrhöe 
erhöhter hydrostatischer Druck (Herzinsuffizienz, 
Abflussstörung) 
exsudative 
Diarrhöe 
hämorrhag-
ische Enteritis 
Austritt von Gewebeflüssigkeit, Serumproteinen, Blut 
Entzündung des Darms + gesteigerte Permeabilität + 
stärkerer hydrostatischer Druck;  
Parvovirus, Lymphangieektasie, Protein Loosing 
Enteropahtie (PLE) 
Diarrhöe 
aufgrund 
gestörter 
Darmmotilität  
 Folgen der Entzündungsreaktion;  
verminderte Segmentation (häufig), verminderte 
Rückwärtsperistaltik (Colon), gesteigerte 
Vorwärtsperistaltik, spastische Verengung des Darmrohrs 
 
Auslöser akuter Durchfälle sind neben Viren (z. B. Parvo-, Corona-, Reo- und Rotaviren, sowie 
Staupe und Hepatitis contagiosa canis), Bakterien (z. B. Salmonellen, Campylobacter, E. coli, 
Cl. perfringens, Yersinia ernterocilica und Leptospiren) und Parasiten (z. B. Helminthen und 
Protozoen) vor allem Stoffwechselerkrankungen (wie z. B. die Urämie, der portocavaler Shunt, 
ein Gallemangel, verschiedene Hepatopathien sowie Endokrinopathien). Diätfehler und 
Futterunverträglichkeiten, aber auch Stress, Angst und Aufregung sowie Medikamente oder 
sogar Vergiftungen (z. B. Bakteriozine, Pilztoxine, chemische Substanzen) können ebenfalls 
Ursache für akute Durchfallerkrankungen sein.  
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Wie beim Menschen spielt immer mehr die Antibiotika-induzierte Diarrhöe (AAD) beim Hund 
eine wichtige Rolle. Bei einer Untersuchung von WILLARD et al. (1998) konnte aber im 
Gegensatz zu Untersuchungen beim Menschen nicht Clostridium difficile/perfingens als 
dominierender Keim ausgemacht werden. Vielmehr spielten bei dieser Untersuchung 
Streptococcus pyogenes und Pseudomonas aeruginosa eine wesentliche Rolle. Eine 
Antibiotika-Gabe führt generell zu einer Störung der intestinalen Keimflora v. a. durch die 
Unterdrückung der anaeroben Keime, wodurch das Redoxpotential verändert wird und sich 
potentiell pathogene Keime ansiedeln können (GUARNER u. MALAGELADA 2003). 
 
2.1.5.1 Die Begriffe „Dysbakterie/Dysbiose/Störung der Darmflora“ in 
Zusammenhang mit der Diarrhöe 
In der Vergangenheit boten die Begriffe „Dysbiose“ und „Dysbakterie“ viel Anlass zur 
Diskussion ihrer Bedeutung, Richtigkeit und Anwendungsmöglichkeiten.  
Der Begriff „Dysbakterie“ wurde als erstes von NISSLE (1916) verwendet und wie folgt definiert: 
„Durch das Fehlen antagonistischer aktiver E. coli – Stämme kann es zur Verschiebung im 
Spektrum der aeroben bzw. der fakultativ anaeroben Flora des Dickdarms kommen.“ 
HAENEL und BENDIG (1975) gebrauchten dann den Begriff „Dysbiose“ und definierten diesen 
als „Verschiebungen größeren Ausmaßes der vorgegebenen Relationen, die die 
Artenminderung und das Überwuchern von Pilzen involvieren.“ Somit wurde die Veränderung 
nicht mehr an einem Keim wie E. coli ausgemacht, sondern bezog sich auf das gesamte 
ökologische System der Darmflora (LINZENMEIER u. HARALAMBIE 1980). Auch andere 
Autoren sehen das Versagen einzelner oder mehrerer Regelmechanismen als Ursache des 
intestinalen Ungleichgewichts an (FRITSCHE 1998). 
SONNENBORN u. GREINWALD (1991) bevorzugen den Begriff „Störungen der Darmflora“ und 
verstehen darunter die „Veränderungen der Gesamtkeimzahlen, die Veränderungen des 
Keimspektrums, die Veränderungen der mikrobiellen Stoffwechselaktivitäten und die 
Veränderungen von Besiedlungsstandorten im Magen-Darm-Trakt“. Eine solche Störung kann 
wie oben erwähnt z. B. durch eine Antibiotika-Gabe forciert werden. 
Diese Veränderungen finden sich auch in den Pathomechanismen der einzelnen 
Diarrhöeformen des Hundes wieder. Demnach spielen die Darmflora und ihre Komponenten 
eine wesentliche Rolle bei der Entstehung und Manifestation der Diarrhöe des Hundes. 
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2.1.5.2 Therapieformen bei der Diarrhöe 
Die Therapie der Diarrhöe richtet sich nach ihrer Chronizität, ihrer Ätiologie und dem 
Schweregrad ihrer Folgeerscheinungen. 
Leichte akute Diarrhöeformen (osmotische Diarrhöe) sind meist selbst limitierend und es reicht 
oft eine symptomatische Therapie aus. Eine 24-stündige Nahrungskarenz und eine 
entsprechende Diätetik (GUILFORD u. MATZ 2003) sind gegebenenfalls indiziert. Bei 
Dehydratationserscheinungen ist die Flüssigkeitssubstitution Zentrum der Therapie (HAMANN 
et al. 1997).  
Bei stressinduzierten sowie profusen katarrhalischen Durchfällen können die antidiarrhöisch 
wirkenden Opiatabkömmlinge Loperamid und Diphenoxylat eingesetzt werden. Bei infektiösen 
Durchfällen sollte die Anwendung zunächst unterbleiben, da ihre Wirkung auf der Verstärkung 
der rhythmischen Segmentationsbewegungen beruht, wodurch die Transitzeit und somit auch 
die Resorptionsdauer verlängert werden und das infektiöse Agens dadurch länger im 
Gastrointestinaltrakt verweilt. Zugleich hemmen sie im Dünndarm über spezielle Mechanismen 
die Sekretion. 
Diverse chronische Magen-Darmerkrankungen, die unter dem Synonym IBD (Inflammatory 
bowel disease) zusammengefasst werden, werden mit antiphlogistischen und 
immunmodulatorischen Medikamenten behandelt. Darunter weist Metronidazol sowohl 
antimikrobielle, antiprotozoäre und immunmodulierende Wirkungen auf (GROVE et al. 1977). In 
vielen Fällen chronischer Magen-Darm-Erkrankungen ist der langfristige Einsatz von 
Glucocorticoiden unerlässlich, dennoch sollte deren Anwendung bei akuten Diarrhöformen 
unterbleiben, da sie die Darmflora ungünstig beeinflussen können. Weiterhin sollte der 
antibiotische Einsatz nicht zu zeitig beendet werden, da sich dadurch im schlimmsten Falle 
Therapieresistenzen bilden können (HIRT 1997).  
Auf das Colon beschränkte entzündliche Darmerkrankungen werden häufig mit 5-
Aminosalicylsäurederivaten (5-ASA) behandelt. Der Wirkstoff entfaltet einen lokalen 
antiphlogistischen Effekt (HIRT 1997). Sind Zeichen einer Septikämie, wie Fieber 
Hypoglykämie, Leukopenie, Schock oder DIG zu verzeichnen, ist eine wirksame parenterale 
Chemotherapie indiziert.  
Der unkritische Einsatz von Antibiotika bei gastrointestinalen Erkrankungen wird nicht 
empfohlen. Generell sollte der Einsatz nach den geltenden Antibiotika-Leitlinien erfolgen, weil 
neben dem Risiko zunehmender übertragbarer Antibiotikaresistenzen (z. B. über Plasmide) es 
durch eine Unterdrückung der physiologischen Keimflora zur massiven Vermehrung coliformer 
Keime sowie einer Besiedlung mit spezifisch pathogenen Keimen und dadurch zur 
Verlängerung der Erkrankung kommen kann (GUILFORD et al. 1994). Die gängigen Antibiotika 
sind neben Aminoglykosiden, wie Gentamicin und Amicacin, und Aminopenicilline, wie 
Amoxicillin und Ampicillin auch Cephalosporine sowie Sulfonamid/Trimethoprim-Kombinationen. 
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Indikationen für den Einsatz von Antibiotika sind neben schwerer Schädigung der Darmmukosa 
(hämorrhagische Enteritis, Ulzera) und Enteritis durch spezifische pathogene Keime auch 
gewisse Fälle von bakterieller Überwucherung und spezielle Grundkrankheiten. 
Der therapeutische Einsatz von Probiotika in der Behandlung der Diarrhöe bei Haustieren 
wurde hingegen bisher noch nicht als nützlich erwiesen (GUILFORD u. MATZ 2003). Zur 
Wiederherstellung der intestinalen Flora werden lediglich begleitend präbiotische und 
probiotische Präparate wie z. B. Canikur® eingesetzt, zeigen aber auch prophylaktisch gute 
Wirksamkeiten (MORYS 2003).  
 
2.2 Probiotika 
2.2.1 Definitionen im Wandel der Zeit 
Das Wort „Probiotikum“ setzt sich aus dem lateinischen Wort „pro“ und dem griechischen Wort 
„bios“ zusammen und bedeutet „für das Leben“. Daher ist es nicht weiter erstaunlich, dass 
schon im Altertum auf die positiven gesundheitlichen Wirkungen von mit lebenden Kulturen 
versetzte Nahrung eingegangen wurde. So ist in einer persischen Version des Alten 
Testaments in Genesis 18,8 der Vers zu finden, dass Abraham sein langes Leben dem Verzehr 
von Sauermilch zu verdanken habe (SCHREZENMEIR u. DE VRESE 2001).  
Der berühmte Arzt Hippokrates (460-370 v. Chr.) nahm an, dass Esels-, Pferde- und 
Ziegenmilch abführend, dagegen Kuh- und Schafsmilch stopfend wirken würden. Bei 
Lebererkrankungen und Darmstörungen wurde Molke verschrieben. Viele andere Gelehrte des 
Altertums, unter anderem auch der griechische Philosoph Aristoteles (384-322 v. Chr.), hielten 
die Milch für ein besonderes Heilmittel.  
Fermentierte Milchprodukte sowie Zubereitungen aus Fäkalkeimen werden darüber hinaus seit 
Jahrhunderten in der traditionellen Medizin eingesetzt (ROLFE 2000). 
Trotz des Wissens um die gesundheitsfördernde Wirkung von Milch und Milchprodukten fand 
der Begriff „Probiotikum“ bzw. „Probiotika“ bis in die Neuzeit keine Verwendung. Die 
eingesetzten Mikroorganismen, die diese Wirkungen ausübten, wurden ebenso wenig 
charakterisiert. 
Im 20. Jahrhundert schließlich entstanden zunehmend verschiedene Definitionsansätze für 
Probiotika, die durch das sich wandelnde Verständnis über ihre Wirkmechanismen und ihre 
Wirkung auf Gesundheit und Wohlbefinden des Organismus geprägt wurden.  
1908 veröffentlichte der russische Wissenschaftler und Nobelpreisträger METCHNIKOFF eine 
der ersten Darlegungen des Begriffes „Probiotikum“. Er war der Überzeugung, dass die lange 
Lebenserwartung eines Kosakenstammes in Bulgarien auf den Verzehr von fermentierter Milch 
zurück zu führen sei. Den Mikroorganismus, der für die Fermentation maßgeblich war, nannte 
METCHNIKOFF (1908) Bacillus bulgaricus und später dann Lactobacillus bulgaricus. Heute 
wird dieser Keim unter Lactobacillus acidophilus geführt (SIMON et al. 2001). Dieser 
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Mikroorganismus erlangte seit den zwanziger Jahren des 20. Jahrhunderts besondere 
Bedeutung in der Durchfallbehandlung (DIXON 2002), da er die Darmflora günstig beeinflussen 
soll (OSWALD 2006).  
Auch andere Forscher wie MORO, ROOS und NISSLE beschäftigten sich in der damaligen Zeit 
mit der Therapie von Darmerkrankungen durch die Zuführung von Bakterien. Aber auch diese 
Autoren gingen nicht auf die genauen Wirkmechanismen ein.  
Mit der Einführung von Antibiotika verschwand zunächst das wissenschaftliche und allgemeine 
Interesse an probiotischen Kulturen wieder.  
Nähere Definitionen und die konkrete Einführung des Terminus „Probiotikum“ kamen erst ab 
den sechziger Jahren des 20. Jahrhunderts auf. Zunächst wurden Probiotika als Substanzen 
bezeichnet, die von Mikroorganismen produziert werden und das Wachstum anderer 
Mikroorganismen fördern (LILLY u. STILLWEL.RH 1965). Sie verstanden dies als Gegensatz 
zur Bezeichnung „Antibiotikum“. Auf den Einfluss, den die Einzelkomponenten auf die 
Gesundheit des Wirtes im Speziellen ausüben können, wird hier noch nicht vertiefend 
eingegangen. Ebenso wird der wenig später bewiesene inhibitorische Effekt auf schädliche 
Mikroorganismen oder die Begünstigung förderlicher Keime im Darm vernachlässigt.  
1974 definierte PARKER Probiotika als „Organismen und Substanzen, die zu einem intestinalen 
mikrobiellen Gleichgewicht beitragen“. Zum einen wurden hierdurch grundsätzlich auch 
Futterzusatzstoffe für Tiere beschrieben, wohingegen zum anderen Antibiotika aber nicht 
gänzlich ausgeschlossen werden konnten. Eine wesentliche Modifizierung lag in der 
zusätzlichen Bezeichnung „Organismen“ und in der Berücksichtigung ihrer Wirkung auf das 
intestinale mikrobielle Gleichgewicht.  
Nach FULLER (1989) sind Probiotika „lebende mikrobielle Futterzusatzstoffe, die durch 
Verbesserung des intestinalen mikrobiellen Gleichgewichts einen positiven Effekt auf das 
Wirtstier haben“. Hier wird die Wichtigkeit der lebenden Zellen/Mikroorganismen als essentielle 
Komponenten der Probiotika hervorgehoben und auf den Begriff „Substanz“ gänzlich verzichtet. 
Eine weitere Besonderheit ist, dass auf die positive Wirkung im Wirtstier eingegangen wird 
(SCHREZENMEIR u. DE VRESE 2001) und das mikroorganismenhaltige Produkt, nicht wie bis 
dato die darin enthaltenen Mikroorganismen, als Probiotikum bezeichnet wird (HOLST u. 
BREVES 2005).  
In den Neunzigern des 20. Jahrhunderts entstanden weitere Definitionsansätze: 1991 wurde 
von VELD u. HAVENAAR vorausgesetzt, dass Probiotika lebensfähige Einzel- oder 
Mischkulturen sind, die, wenn sie bei Mensch oder Tier angewendet werden, den Wirt durch 
Verbesserung der eigenen ursprünglichen Mikroflora positiv beeinflussen können. Im 
Gegensatz zu den Ansichten von VELD u. HAVENAAR wurde auf die Abhängigkeit der 
positiven gesundheitlichen Effekte von der aufgenommen Menge eines Probiotikums zum 
ersten Mal 1998 von GUARNER u. SCHAAFSMA eingegangen: Hier wird beschrieben, dass 
„Probiotika lebende Mikroorganismen sind, die bei Einnahme in einer gewissen Menge 
gesundheitliche Effekte bewirken, die über die gewohnte Grundernährung hinausgehen.“ Ein 
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Jahr später entstand eine zusätzliche Veränderung der Definition, da erkannt wurde, dass 
Probiotika eine über die reine Beeinflussung der Mikroflora hinausgehende, z. B. 
immunmodulatorische Wirkung, haben können. Sie sieht vor allem in der Regulierung des 
mukosalen und systemischen Immunsystems, aber auch in einer Verbesserung des intestinalen 
mikrobiellen Gleichgewichts den positiven Effekt der Probiotika auf die physiologischen 
Vorgänge des Wirtes (NAIDU et al. 1999). Im Jahr 2001 folgte in Anlehnung an die Darlegung 
von VELD u. HAVENAAR (1991) sowie HUISINTVELD et al. (1994) die Definition, dass ein 
Probiotikum ein Produkt ist, das lebensfähige, definierte Mikroorganismen in einer 
ausreichenden Anzahl enthält, die fähig sind, die Mikroflora des Wirtes in einem Darmabschnitt 
so zu verändern, dass ein positiver gesundheitlicher Effekt auf den Wirtsorganismus erzielt wird 
(SCHREZENMEIR u. DE VRESE 2001). 
Gegenwärtig wird unter dem Begriff „Probiotikum“ das fertige Produkt verstanden. Bei den 
enthaltenen Mikroorganismen kann es sich um Bakterien (z. B. E. coli Stamm Nissle 1917, Lb. 
casei) oder Hefen (z. B. Saccharomyces boulardii) handeln.  
Die zur Zeit allgemein gültige Definition wurde im Oktober 2001 von der Food and Agriculture 
Organization of the Unit Nations - World Health Organization (FAO/WHO) gegeben. Derzufolge 
sind Probiotika „lebende Mikroorganismen, die, wenn sie in einer adäquaten Menge verabreicht 
werden, dem Wirt zu einem gesundheitlichen Nutzen verhelfen“ (GUARNER u. SCHAAFSMA 
1998; RASTALL et al. 2005; SANDERS 2008). Damit gilt diese Definition sowohl für diejenigen 
Produkte, die als Nahrungsergänzungsmittel eingesetzt werden, als auch für jene, die als 
Arzneimittel Verwendung finden. Daneben beschränken sich die Mechanismen und Wirkungen 
von Probiotika laut dieser Definition nicht alleine auf die intestinale Darmflora. Auch 
immunregulatorische Wirkungen auf den Wirt sind mit inbegriffen (NOMOTO 2005). Aus ihr 
gehen aber nicht die Bedingungen für Sicherheit und Gebrauch definierter Stämme hervor. Auf 
die Sicherheit wird lediglich indirekt über den Ausdruck „gesundheitsfördernder Effekt“ 
eingegangen (SANDERS 2003). 
 
2.2.2 Die Begriffe Präbiotika und Synbiotika 
Präbiotika sind "nicht verdaubare Lebensmittelbestandteile, die ihren Wirt günstig beeinflussen, 
indem sie das Wachstum und/oder die Aktivität einer oder mehrerer Bakterienarten im Dickdarm 
gezielt anregen und somit die Gesundheit des Wirts verbessern“ (GIBSON u. ROBERFROID 
1995). 
Die meisten potentiellen Präbiotika sind Kohlenhydrate, aber die Definition schließt nicht aus, 
dass auch Nicht-Kohlenhydrate als Präbiotika verwendet werden können. Folgende 
Anforderungen werden an Präbiotika gestellt: Sie dürfen vom Wirtsorganismus weder 
hydrolysiert noch absorbiert werden. Ferner sollten sie ein selektives Substrat für eine limitierte 
Zahl erwünschter Bakterienarten wie Bifidobakterien und Laktobazillen im Verdauungstrakt 
darstellen und dadurch deren Wachstum und metabolische Aktivität begünstigen. Die 
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entstehenden intestinalen Modifizierungen sollten sich dann in Form einer gesundheits- 
und/oder leistungssteigernden Wirkung für den Organismus äußern. 
In natürlicher Form kommen Präbiotika unter anderem in Pflanzen wie Chicorée, 
Schwarzwurzel und Topinambur vor. Industriell werden vor allem Inulin und Oligofructose aus 
der Wurzelzichorie (Chicorée) hergestellt. Veterinärmedizinische Bedeutung erlangen die 
Präbiotika insbesondere als Oligofructoide und Oligosaccharide in der Fütterung von Nutztieren. 
 
Synbiotika sind ein Gemisch aus Pro- und Präbiotika und werden vor allem aufgrund der 
möglichen positiven Beeinflussung der Präbiotika auf die Ansiedlung der Probiotika verabreicht. 
 
2.2.3 Einteilung der Probiotika 
Als Probiotika kommen beim Mensch und Tier Mikroorganismen aus unterschiedlichen Genera 
zum Einsatz. Die am häufigsten verwendeten Arten gehören der heterogenen Gruppe der 
milchsäurebildenden Bakterien an: Laktobazillen, Enterokokken und Bifidobakterien 
(SCHWARZER 2004).  
Die heute verwendeten Probiotika werden je nach ihrem Einsatzgebiet bzw. der Indikation ihrer 
Verwendung in „Probiotika als Lebensmittel“, „Probiotika als Arzneimittel“ oder „Probiotika als 
Futterzusatzstoffe“ eingeteilt (Tabelle 4). Daraus ergibt sich die Unterscheidung zwischen einer 
generellen Prävention von Erkrankungen in der Allgemeinbevölkerung und der gezielten 
Behandlung von ausgewählten Erkrankungen bei Menschen und Tieren. 
Biologische Arzneimittel stellen zunehmend eine beliebte Alternative in der Behandlung 
verschiedenartiger Krankheiten dar. Eine immer größer werdende Anwendung finden sie z. B. 
zur Heilung von Darmerkrankungen und Darmfunktionsstörungen, besonders unter dem 
Gesichtspunkt der Wiederherstellung der natürlichen und gesunden residenten 
Besiedlungsflora. Verschiedene Mikroorganismen (Tabelle 4) sind gegenwärtig als mikrobielle 
Arzneimittel im Einsatz. Im Folgenden werden ihre Einsatzmöglichkeiten aufgezeigt: 
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Tabelle 4:  Wichtige Vertreter der Probiotika in Arzneimitteln, Futterzusatzstoffen und 
Lebensmitteln 
Arzneimittel Monokulturen: 
Saccharomyces boulardii; Lactobacillus casei GG; B. longum; 
Enterococcus faecium SF68; Escherichia coli Stamm Nissle 1917 
Mischkulturen: 
Lb. acidophilus + Lb. casei; B. longum und Lb. acidophilus; B. 
bifidum + Streptococcus thermophilus  
Futterzusatzstoffe 
 
Bacillus cereus var. toyoi (ToyoCrein®), B. licheniformis, B. subtilis; 
Pediococcus acidalactici; Lactobacillus rhamnosus, Lb. plantarum; 
Streptococcus infantarius; Enterococcus faecium 
Saccahromyces cerevisae, Lyoveromyces marxianus var. Lactis K1 
Lebensmittel 
 
Lactobacillus acidophilus-Gruppe (Lb. acidophilus und Lb. 
johnsonii); Lactobacillus casei -Gruppe (Lb. casei und Lb. reuteri) 
Lactobacillus rhamnosus, Lb. plantarum 
Bifidobakterien-Gruppe (B. animalis, B. longum, B. infantis, B. 
brevis 
 
 
2.2.4 Indikationen des Einsatzes von Probiotika 
In den letzten Jahren stieg die Anzahl der Veröffentlichungen zum Einsatzgebiet der Probiotika 
deutlich (BISCHOFF u. MANNS 2005). Meist beruhte dies nur auf Fallberichten. Lediglich für 
die Mikroorganismen Lactobacillus rhamnosus Stamm GG (LGG), E. coli Stamm Nissle 1917 
(EcN), das Gemisch VSL#3 oder Saccharomyces boulardii gibt es genügend radomisierte 
klinische Studien, die einen klinischen Nutzen belegen. 
Obgleich eine abweichende Darmflora nicht ein erkrankungsspezifisches Phänomen ist 
(ISOLAURI et al. 2002), machen die besonderen Erkenntnisse hinsichtlich der 
Zusammensetzung der intestinalen Mikroflora bei den chronisch entzündlichen 
Darmerkrankungen (CED) - wie eine signifikante Reduzierungen von Laktobazillen im 
entzündlichen mukosalen Gewebe bei ulzerativer Colitis (PATHMAKANTHAN et al. 1999) und 
eine signifikante Reduzierung der fäkalen Bifidobakterien-Konzentration bei Morbus Crohn 
(FAVIER et al. 1997) - den Einsatz von Probiotika interessant. Eine durch eine randomisierte 
Studie belegte Indikation ist die remissionserhaltende Therapie der Colitis ulcerosa mit E. coli 
Nissle 1917 (EcN), die wissenschaftlich anerkannt ist (GIONCHETTI et al. 2000). 
Neben der Behandlung von CED werden Probiotika in der Medizin breit gefächert eingesetzt. 
So haben sie unter anderem bei infektiösen, allergischen (OUWEHAND 2007), 
inflammatorischen bis hin zu neoplastischen Erkrankungen klinische Bedeutung (BROEKAERT 
u. WALKER 2006). Aufgrund ihrer bewiesenen immunstimulierenden Eigenschaften könnten 
 17 
Probiotika sogar hilfreich in der Behandlung von HIV-infizierten Kindern sein (TROIS et al. 
2008).  
Dank mehrerer kontrollierter klinischer Studien kann eine Wirksamkeit bestimmter 
Bakterienstämme bei entzündlichen Darmerkrankungen als gesichert angesehen werden. Es 
wurde gezeigt, dass der Einsatz des probiotischen Cocktails VSL#3 (bestehend aus drei 
Bifidobakterien-Stämmen, vier Laktobazillen-Stämmen und ein Streptococcus-Stamm) das 
erneute Auftreten einer sich in Remission befindlichen ulzerativen Colitis oder das Rezidiv der 
Pouchitis verhinderte (GIONCHETTI et al. 2000). Weiter konnte bei der ulzerativen Colitis das 
Probiotikum Escherichia coli Stamm Nissle 1917 das Rezidiv verhindern. Daneben weisen die 
Studien auf eine Reduktion der bestehenden Entzündung und eine Induktion der klinischen 
Remission hin (SARTOR 2004). 
Einige Probiotika sind sowohl in der Prävention als auch in der Behandlung von akuten und 
chronischen Diarrhöe-Erkrankungen nützlich (SZAJEWSKA u. MRUKOWICZ 2001). Weiter 
reduziert die präventive (D'SOUZA et al. 2002) oder gleichzeitige Verabreichung von 
probiotischen Präparaten und Antibiotika an Patienten das Risiko, eine Antibiotika-assoziierte 
Diarrhöe zu entwickeln, bedeutsam (MCFARLAND et al. 1995; VANDERHOOF et al. 1999; 
ARVOLA et al. 1999; ARMUZZI et al. 2001). In zusätzlichen Studien konnte die Wirksamkeit 
bestimmter Bakterienspezies bei der Behandlung der akuten rotavirus-assoziierten Diarrhöe als 
bewiesen angesehen werden (GOOSSENS et al. 2003). Probiotika wurden ebenso zur 
Behandlung von chronischen Durchfallerkrankungen erfolgreich geprüft und empfohlen (FRIC 
et. al 2002; BISCHOFF et. al 2005). Diese Erkrankungen resultieren oft aus einer 
vorangegangenen antibiotischen Behandlung, wodurch fakultativ pathogene Keime, wie z. B. 
Clostridium difficile, in ihrer Konzentration zu stark ansteigen und daher alternative 
Behandlungsverfahren erstrebenswert sind. Einzelne kontrollierte Studien zeigten darüber 
hinaus eine therapeutische Wirksamkeit von Probiotika bei chronischer Verstopfung 
(MOLLENBRINK u. BRUCKSCHEN 1994). 
Spezifische probiotische Stämme können Entzündungsreaktionen auch außerhalb des 
intestinalen Milieus entgegenwirken (ISOLAURI et al. 2000). Ein bemerkenswertes Beispiel für 
einen probiotischen Effekt, der sich nicht im Gastrointestinaltrakt, sondern im gesamten 
Organismus entfaltet, ist die Fähigkeit, die Symptome von Allergien unterschiedlicher Genese 
zu mindern. Nach OUWEHAND (2007) und SAVILAHTI et al. (2008) kann in der sich 
verbreitenden reduzierten Auseinandersetzung mit mikrobiellen Antigenen als Ergebnis unseres 
hygienischen Lebensstils ein Grund für die wachsende Inzidenz an Allergien gesehen werden. 
Klinische Studien konnten zeigen, dass mithilfe von probiotischen Stämmen die Behandlung 
von Allergien bei Kindern erfolgreich war. Die Supplementierung mit Lactobacillus fermentum 
bei der atopischen Dermatitis führte zu einer signifikanten Linderung der Erkrankung und dieser 
Effekt blieb bis zu zwei Monate nach Beendigung der Behandlung bestehen (WESTON et al. 
2005).  
Von besonderem Interesse ist auch die präventive und unterdrückende Wirkung von Probiotika 
bei kanzerogenen Prozessen (BURNS 2000), vor allem beim Darmkarzinom. Für dessen 
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Kanzerogenese werden unter anderem die intestinale Flora und das lokale Immunsystem 
verantwortlich gemacht. Beide Systeme könnten durch Probiotika moduliert werden, wodurch 
präventiv einer Tumorgenese entgegengewirkt werden kann (WOLLOWSKI et al. 2001). Auch 
hierfür existieren aber lediglich nur einzelne Fallberichte. In einigen Untersuchungen zeigte 
sich, dass der Einsatz von Probiotika bei Urogenital-Entzündungen erfolgreich war. Der 
probiotische Stamm Lb. casei Shirota hat sogar das Potential die Rezidivrate des Blasentumors 
zu reduzieren (HOESL u. ALTWEIN 2005). Des Weiteren wird der Einsatz von Probiotika 
begleitend zur Tumorbehandlung propagiert, da durch die starken Chemotherapeutika sehr 
häufig die Darmflora negativ beeinträchtigt wird. Eine parallele unterstützende Gabe von 
Probiotika könnte die Nebenwirkungen senken.  
Letztlich ist der verstärkte Einsatz probiotischer Kulturen als alternative Therapeutika zu 
konventoniellen Therapeutika einerseits auf den veränderten Lebensstil, begründet auf 
westlicher Ernährungsweise und Hygienestandard, andererseits auf den in der Vergangenheit 
gesteigerten und teils fahrlässigen Einsatz von Antibiotika zurückzuführen (O'SULLIVAN et al. 
2005; BROEKAERT u. WALKER 2006; GUARNER et al. 2006; RODGERS 2008).  
 
2.2.4.1 Einsatz von Probiotika in der Veterinärmedizin 
Der Einsatz von Probiotika in der Veterinärmedizin spielt besonders in der Nutztierhaltung eine 
wesentliche Rolle (Tabelle 5). Durch das Verbot im Jahre 2006 antibiotische Leistungsförderer 
zur Produktionssteigerung einzusetzen, erlangten Probiotika zunehmend mehr Aufmerksamkeit. 
Eine konstante und hohe Leistung der Zucht- und Masttiere setzt optimale Verdauungs- und 
Absorptionsprozesse voraus. Hierbei haben im besonderen Maße die leistungssteigernden 
Effekte der Probiotika eine entscheidende Bedeutung (REUTER 2001). Daneben unterstützen 
sie die Behandlung von Infektionskrankheiten, stabilisieren die Darmflora in Situationen 
erhöhter Anfälligkeit (Stress) und dienen als begleitende Maßnahme einer gegebenenfalls 
erforderlichen Antibiotikatherapie (NOGOSSEK 2001). In verschiedenen Studien konnte gezeigt 
werden, dass durch die Applikation von Probiotika die Kolonisierung von Tieren durch 
verschiedene pathogene Bakterien wie Salmonella spp., E. coli O157:H7, Campylobacter spp. 
und Listeria spp. reduziert oder verhindert werden kann. Ein durchfallmindernder Effekt von 
Probiotika bei akuter Diarrhöe wurde bereits mehrfach in der Literatur beschrieben und immer 
wieder in der praktischen Fütterung beobachtet. Diese Wirkung zeigte sich v. a. deutlich unter 
hygienisch schwierigen Haltungsbedingungen. Die Supplementierung über das Futter gilt dabei 
als der sicherste Weg, um eine gleich bleibende Tagesdosierung zu gewährleisten. 
Grundsätzlich muss das Probiotikum stets über die gesamte Mastperiode im Futter enthalten 
sein (GUILLOT 2000). Die Erkenntnisse über Probiotika und schließlich ihr Einsatz haben zur 
Folge, dass zum einen das Auftreten und die Ausprägung von Infektionskrankheiten, vor allem 
bei Jungtieren, reduziert und zum anderen die Übertragung von pathogenen Keimen durch 
Schlachttiere auf den Menschen verhindert werden kann (SANDERS 1999; VON BUENAU et 
al. 2005). 
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Tabelle 5: Einsatz und erzielte Effekte von Probiotika bei Nutztieren 
Kälber und Lämmer Verhütung von Darminfektionen, Diarrhöen; bessere 
Gewichtszunahme; Beschleunigung der Pansenentwicklung; 
früheres Absetzen und Aufstallen; geringere Stresswirkung bei 
Transporten  
Rinder Stabilisierung des Pansen-Ökosystems; Optimierung der 
Pansenfunktion; erhöhte Nahrungsaufnahme; erhöhte Milchleistung 
Ferkel Verhütung von Diarrhöen; bessere Gewichtszunahme; 
Immunstimulation; geringere Morbidität und Mortalität beim 
Aufstallen 
Schweine bessere Futterverwertung; geringerer Gülle-Anfall (= geringere 
Umweltbelastung) 
 
 
2.2.4.2 Einsatz von Probiotika beim Hund 
Im Gegensatz zu den leistungssteigernden Effekten beim Nutztier stehen bei der Ernährung der 
Haustiere hauptsächlich die darmstabilisierenden Effekte der probiotischen Präparate im 
Vordergrund. Beim Hund spielen Massenzunahme und hohe Leistungen eher eine 
untergeordnete Rolle. Dennoch könnte der Einsatz von Probiotika unter gesundheitsfördernden 
Aspekten vor allem in größeren Hundehaltungen (wie Tierheimen, Pensionen, Welpenaufzucht, 
Zwinger) oder nach längerem Einsatz von Antibiotika eine Rolle spielen (ZENTEK et al. 1998). 
Aber auch in Stresssituationen wie Futterwechsel, Besitzerwechsel oder Absetzen kann der 
prophylaktische Einsatz förderlich sein (BIOURGE et al. 1998). 
Gerade im Hinblick auf sich manifestierende Antibiotikaresistenzen (NORMAND et al. 2000; 
KATHER et al. 2006) ist es ratsam, auch nach möglichen therapeutischen Alternativen bzw. 
unterstützenden Maßnahmen zu suchen. 
Zur therapeutischen Probiotikaanwendung bei Durchfallerkrankungen des Hundes bestehen bis 
heute lediglich nur einzelne Fallberichte. Eine geeignete Studie zur therapeutischen 
Einsatzmöglichkeit wurde bis dato nicht durchgeführt (GUILFORD u. MATZ 2003). 
Eine der ersten Quellen über den Einsatz von Probiotika beim Hund geht auf das Jahr 1996 
zurück. MOLITOR untersuchte die Wirkung von Ec. faecium (LBC ME 10, Fa. Bioferment SA) 
auf früh abgesetzte Hundewelpen und auf adulte Hunde und fand keine für die Fütterungspraxis 
relevanten Wirkungen. Er konnte wie auch ZENTEK et al. (1998) lediglich eine Erhöhung der 
Enterokokkenzahl in Fäzes und Chymus feststellen, die nach Beendigung der Applikation dann 
auch wieder absank. Dies sprach gegen eine Ansiedlung der Keime im Darm. Zusätzlich fanden 
beide Autoren heraus, dass die Laktatkonzentration tendenziell zunahm, hingegen der pH-Wert 
absank. Gewichtig waren diese Ergebnisse aber nicht (ZENTEK et al. 1998; BAILLON et al. 
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2004). Bei beiden Untersuchungen wurde weiter kein Einfluss der eingesetzten Enterococcen 
auf andere Populationen festgestellt.  
Bisher liegen nur wenige Studien vor, die einen Einfluss von Probiotika auf die Verdaulichkeit 
der Rohnährstoffe belegen. So wurde die Möglichkeit der Einmischung von Bacillus CIP 5832 in 
Trockenfutter überprüft (BIOURGE et al. 1998). Auch hier konnte keine Ansiedlung im 
Gastrointestinaltrakt nachgewiesen werden und es erwies sich als schwierig, Bacillus CIP 5832 
technologisch zu stabilisieren. Zwar schien die Verdaulichkeit von Trockensubstanz (TS), 
Protein, Fett und umsetzbarer Energie geringgradig verbessert zu sein, signifikant waren diese 
Ergebnisse aber nicht. 
Eine der neueren Untersuchungen stammt aus dem Jahre 2002. Darin konnten bei der 
Anwendung von Lb. rhamnosus GG keine negativen Wirkungen festgestellt werden (WEESE u. 
ANDERSON 2002). WEESE u. ANDERSON (2002) führten ihre Unersuchungen mit vier 
verschiedenen Konzentrationen bei Beagles durch. Bewiesen werden konnte unter anderem, 
dass das Bakterium fähig war, den Magen-Darmtrakt zu überleben. Weiter wurde gezeigt, dass 
in der Gruppe, die mit der höheren Dosierung behandelt wurde, die fäkale Lb. rhamnosus GG 
Konzentration nachweislich wesentlich höher als in den anderen drei Gruppen war. Eine 
Ansiedlung des Bakteriums im Darm fand jedoch nicht statt, denn 72 Stunden nach Absetzen 
des Probiotikums war ein Nachweis im Kot nicht mehr möglich. 
Beweise für eine kompetitive Hemmung der Adhäsion bestimmter caniner Pathogene an die 
Muzinschicht des Darmes und damit inhibitorische Wirkung einiger probiotischer Stämme 
lieferten Untersuchungen jüngerer Zeit (VAHJEN u. MANNER 2003; RINKINEN et al. 2003): Sie 
untersuchten in vitro an immobilisierten Muzin verschiedene Probiotika. Gemein war allen 
getesteten Probiotika, dass sie die Adhäsion des pathogenen Bakteriums Cl. perfringens 
signifikant reduzierten (RINKINEN et al. 2003). Ähnliche Beobachtungen wurden auch bei dem 
Einsatz von Ec. faecium bei neonatalen Hundewelpen gemacht (WEISS 2003). 
Zusätzlich existieren viele Untersuchungen am Hund, in denen eine Beeinflussung der 
Zusammensetzung der intestinalen Flora durch Zufütterung probiotischer Mikroorganismen 
erwiesen werden konnten. So wurde beim Einsatz verschiedener Milchsäurebakterien zwar die 
qualitative Zusammensetzung und Diversität ursprünglich dominanter Bakterien beeinflusst, die 
Gesamtanzahl veränderte sich aber nicht (MANNINEN et al. 2006). Dahingegen veränderte 
sich die bakterielle Zusammensetzung durch Zufütterung verschiedener Lactobacillus spp., was 
unter anderem zu einem signifikanten Anstieg der Konzentration von Laktobazillen in den Fäzes 
führte (BAILLON et al. 2004; SAUTER et al. 2006; STROMPFOVA et al. 2006). Von besonderer 
Bedeutung ist, dass bei der Studie von BAILLON et al. (2004) auch eine Abnahme der 
Gesamtzahl der Clostridien ssp. und des prozentualen Anteils von Clostridien an der 
Bakterienpopulation beobachtet werden konnte. Dennoch konnte weder ein bedeutender 
Einfluss von Lactobazillen auf die fäkale Konzentration von E. coli und Staphylococcus spp. 
oder auf die anaerobe Gesamtkeimzahl (BAILLON et al. 2004; STROMPFOVA et al. 2006), 
noch ein verringernder Einfluss auf die Keimzahl der Enterobacteriaceae (SAUTER et al. 2006) 
aufgezeigt werden. 
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In einer weiteren Studie wurde Enterococcus faecium EE3 täglich an gesunde Hunde über eine 
Zeitspanne von sieben Tagen verabreicht. Hier erhöhten sich sowohl die Anzahl an 
Enterococcen als auch an Milchsäurebakterien im Kot über einen Zeitraum von drei Monaten, 
E. coli blieb aber unbeeinflusst (MARCINAKOVA et al. 2006). 
Bisher gibt es nur wenige Untersuchungen, die die immunstimulierenden Eigenschaften von 
Probiotika beim Hund belegen. Beim Einsatz eines hitzeinaktivierten Enterococcus faecalis FK-
23 konnte eine 1,4-fach erhöhte Phagozytosenaktivität der neutrophilen Granulozyten und ein 
erhöhter Stimulationsindex der Lymphozyten nachgewiesen werden (KANASUGI et al. 1997). In 
einer weiteren Studie wurde die immunstimulierende Eigenschaft von Enterococcus faecium 
SF68 in Zusammenhang mit der Staupevirusvakzinierung überprüft. Enterococcus faecium 
SF68 führte zu einer gesteigerten Immunantwort gegen das injizierte Staupevirus. 
Nachgewiesen werden konnte dies anhand des signifikanten Anstiegs der Staupevirus-Vakzine-
spezifischen IgA- und IgG-Konzentrationen im Serum (BENYACOUB et al. 2003). Bei diesen 
Untersuchungen konnte erstmals ein Einfluss von Probiotika auf das erworbene Immunsystem 
gezeigt werden, wohingegen die Untersuchungen von WEISS (2003) und BAILLON et al. 
(2004) sowie KANASUGI et al. (1997) nur eine Stimulierung des unspezifischen Immunsystems 
bewiesen.  
Eine der neusten Untersuchungen überprüfte in vivo den Einfluss von Enterococcus faecium 
DSM 7134 auf verschiedene verdauungsphysiologische, mikrobiologische sowie 
immunologische Parameter erwachsener Hunde (MUECK 2007). Die Ergebnisse dieser Studie 
zeigten, dass das eingesetzte Probiotikum die bakterielle Zusammensetzung der Darmflora 
verändert und das Immunsystem beeinflusst.  
 
2.2.5 Wirkungsprinzipien von Probiotika 
Es ist erstaunlich, dass trotz vieler kontrollierter klinischer Studien, zahlreicher Fallberichte über 
die klinische Wirksamkeit von Probiotika und dem vermehrten Eingang etlicher Probiotika als 
Standardtherapeutika in die Schulmedizin, die möglichen molekularen und zellulären 
Wirkmechanismen von probiotischen Mikroorganismen und ihre Pharmakokinetik häufig 
unzureichend geklärt sind (SANDERS 2003; VAHJEN u. MANNER 2003; SANDERS 2008). 
Kontrovers wird der Erklärungsansatz über die Wirkungen von Probiotika lediglich über eine 
positive Beeinflussung der Darmflora diskutiert. So sehen HOLST u. BREVES (2005), dass es 
nicht möglich ist, die Zusammensetzung der Darmflora eines spezifischen Individuums zu 
einem konkreten Zeitpunkt zu definieren und so weder eine Abweichung von diesem Zustand 
zu beschreiben, d. h. festzustellen, ob eine in ihrer Zusammensetzung gestörte Darmflora 
vorliegt, noch zu beurteilen, welche Bedeutung der Veränderung der Anzahl einzelner Keime 
oder Keimgruppen nach einer Probiotikagabe zukommt. LAHRSSEN u. ZENTEK (2002) 
hingegen sehen die Wirkung von Probiotika über eine Modifizierung der Darmflora als gegeben 
an. 
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Folglich ist zu sagen, dass es nicht das allgemein gültige „probiotische Wirkprinzip“ wie z. B. die 
Wiederherstellung des intestinalen mikrobiellen Gleichgewichts gibt, sondern unterschiedliche 
klinische Wirkspektren und damit mannigfache pharmakologische Eigenschaften existieren 
(HOLST u. BREVES 2005). Die Erkenntnisse aus einer Spezies sollten keinesfalls auf einen 
anderen Mikroorganismus übertragen werden (SANDERS 2003; DOUGLAS u. SANDERS 
2008).  
Bei den intestinalen Erkrankungen, die mittels Probiotika therapiert werden können, fällt auf, 
dass viele mit einer Störung der Darmbarriere und damit der intestinalen Permeabilität 
einhergehen. Daraus darf und kann gefolgert werden, dass durch Probiotika die funktionelle 
Integrität der Darmbarriere, sei es auf epithelialer und mechanischer Ebene oder auf 
immunologischer Ebene, moduliert wird. Die wichtigsten allgemeinen Wirkprinzipien von 
Probiotika sind in Tabelle 6 zusammengefasst. Zu den geforderten Wirkungsweisen der als 
mikrobielle Arzneimittel eingesetzten Probiotika, allen voran EcN, zählen u. a. die Fähigkeit, 
pathogene oder potentiell pathogene Besiedler der Darmflora zu unterdrücken oder zu 
verdrängen und an ihrer Stelle im Darm zu kolonisieren. 
Es muss Rücksicht darauf genommen werden, dass die gewünschten bzw. erwarteten Effekte 
der Probiotika abhängig von ihrem Einsatzgebiet unterschiedlich sind. So wird in der 
Humanmedizin oder Kleintiermedizin ein lang anhaltender gesundheitsfördernder Effekt 
erwartet, hingegen sollen in der landwirtschaftlichen Nutztierhaltung schnell eintretende Effekte, 
wie Verbesserung der Gewichtszunahme und der Futterverwertung, im Vordergrund stehen 
(SIMON et al. 2001). 
Die Erklärungsversuche für die Effekte von Probiotika fokussieren sich auf zwei Möglichkeiten: 
Zum einen auf die Wechselwirkung und Beeinflussung der immanenten Darmmikroorganismen 
durch Probiotika, zum anderen auf den Einfluss, den Probiotika auf ihren Wirt, insbesondere auf 
die Epithelbarriere und das darmassoziierte Immunsystem, ausüben. 
Meist ist bei der oralen Anwendung mikrobiologisch aktiver Präparate zu bedenken, dass die 
verabreichte Menge von Mikroorganismen bei 107-109 KbE liegen sollte. Erst dann kann davon 
ausgegangen werden, dass die Mikroorganismen im Darmkanal einige Vermehrungszyklen 
durchlaufen und sich sogar zeitweise ansiedeln können. Dennoch existieren im Moment keine 
generellen Aussagen über eine Minimaldosis, die notwendig ist, um einen Effekt auszulösen. 
Vielmehr ist dies vom verabreichten Stamm und dem erwarteten Gesundheitseffekt abhängig 
(DOUGLAS u. SANDERS 2008). 
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Tabelle 6: Durch mikrobielle Arzneimittel induzierte Effekte nach FRIC (2002) 
Effekt Mechanismus 
Stimulation der Colonozytenproliferation Produktion kurzkettiger Fettsäuren 
Immunmodulation Steigerung der zellulären Abwehr, Steigerung 
der Produktion von IgA 
Wachstumsunterdrückung pathogener oder 
potentiell pathogener Mikroorganismen im 
Darm 
Produktion antimikrobieller Substanzen, 
kompetitive Exklusion mit Pathogene im Darm 
Produktion der für die Colonozyten 
essentiellen Substrate: organische Säuren 
Produktion kurzkettiger Fettsäuren vor allem 
von Butyrat 
Optimierung von Darmmilieu und 
Stoffwechsel 
Senkung des pH-Wertes, Schaffung eines 
anaeroben Milieus 
Modifikation der gastrointestinalen Barriere Erhöhung der Dichtigkeit der Barriere 
 
Die im Folgenden aufgeführten Wirkungen von Probiotika auf die verschiedenen Bereiche der 
intestinalen Barriere dürfen nicht isoliert betrachtet werden. Die einzelnen Komponenten stehen 
nicht nur anatomisch, sondern vor allem physiologisch in enger Wechselwirkung.  
 
2.2.5.1 Wechselwirkungen im Darmlumen mit der intestinalen Mikroflora 
In den Neunziger Jahren des 20. Jahrhunderts kam die Diskussion über die möglichen 
Wirkmechanismen von Probiotika neu auf. Es kristallisierte sich das so genannte Nurmi- oder 
competitive exclusion-(CE-) Konzept heraus (NURMI et al. 1992), in dem die Wirkung auf drei 
kompetitiven Mechanismen begründet ist: 
  der Konkurrenz um Nährstoffe 
  der Konkurrenz um Anheftungsstellen  
  Produktion antimikrobieller Substanzen. 
Die Effekte von Probiotika im Darmlumen beinhalten neben den aufgezeigten Punkten 
zusätzlich noch die Veränderung des intestinalen Milieus. Mehrere in vitro Studien konnten die 
Konkurrenz um Nährstoffe bekräftigen (FULLER 1989), da die Nährsubstrate neben Wachstum 
und Aktivität der pathogenen Keime auch jene von apathogenen probiotischen Keimen 
beeinflussen.  
Die Beeinflussung von Wachstum und Aktivität kann aber auch durch eine Veränderung des 
intestinalen Milieus vollzogen werden. So führt der Anstieg von Milchsäurebakterien durch ihre 
Laktatproduktion zu einer Absenkung des pH-Wertes, was zu einer Hemmung des Wachstums 
bestimmter Bakterien führt (ZENTEK et al. 1998; COLLINS u. GIBSON 1999; MEIER u. 
STEUERWALD 2005). 
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Schon früh wurde die Fähigkeit vieler Probiotika, so genannte Bakteriozine oder Defensine zu 
bilden, entdeckt. Diese sezernierten Substanzen führen zu einer antimikrobiellen Wirkung 
probiotisch wirksamer Bakterien (ECKMANN 2004). Bakteriozine und Defensine bestehen meist 
aus Peptiden, Proteinen oder Protein-Kohlenhydratkomplexen (OUWEHAND et al. 2002). 
Tabelle 7 gibt einen kurzen zeitlichen Abriss über die Entdeckung einzelner Bakteriozine und 
ihrer Effekte. 
Tabelle 7: Bakteriozine und ihre Effekte 
Bakterozin Mikroorganismus Effekt Quelle/Jahr 
Lactocidin Lb. acidophilus inhibitorisch auf gramnegative 
und grampositive  Bakterien 
(VINCENT et al. 
1959) 
Acidolin Lb. acidophilus inhibitorisch auf 
enteropathogene und 
sporenbildende Organismen 
(HAMDAN und 
MIKOLAJC.EM 
1974) 
Mikrozine Enterobacteriaceae inhibitorisch auf 
enteropathogene Orgnaismen 
(ASENSIO et al. 
1976) 
Reuterin Lb. reuteri inhibitorisch auf 
enteropathogene Organismen 
(TALARICO et 
al. 1988) 
Cerein B. cereus inhibitorisch auf Bacillus cereus 
spp. 
(NACLERIO et 
al. 1993) 
Enterozin A 
und P 
Enterococcus 
faecium EK13 
inhibitorisch auf Enterococcus, 
Leuconostoc, Lactobacillus, 
Streptococcus, Staphylococcus, 
Bacillus und Listeria 
(MAREKOVA 
2003) 
Mutaflozin E. coli Stamm 
Nissle 1917 
inhibitorisch auf pathogene E. 
coli Stämme und andere 
enteropathogene Organismen 
BOUDEAU et al. 
2003 
 
2.2.5.2 Wirkungen von Probiotika auf die Darmmukosa 
Generell besitzen einige Probiotika die Fähigkeit, sich im Gastrointestinaltrakt anzusiedeln und 
zu vermehren. Schon sehr früh wurde ihnen die Funktion als so genannte „Platzhalter“ 
nachgewiesen, welche das Eindringen und Vermehren von unerwünschten Mikroorganismen, 
wie z. B. Salmonellen oder E. coli, oder ihrer Toxine ins Epithel verhindern (GILL 2003). 
Im Gegensatz zu der Auffassung, die Fähigkeit der Adhäsion eines Probiotikums an der 
Darmwand sei mit einer Wirtsspezifität in Verbindung zu bringen, wurde gezeigt, dass 
Milchsäurebakterien, die vom Menschen isoliert wurden, auch gute adhäsive Eigenschaften am 
isolierten intestinalen Mukus von Hunden aufweisen (RINKINEN et al. 2000). Daher war nun 
von einer Stammspezifität auszugehen. Im Jahr 2007 wurde sowohl in vitro als auch in vivo 
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gezeigt, dass die Adhäsion von LAB sowohl stamm- als auch wirtsspezifisch ist (WINKLER et 
al. 2007). 
Eine andere Untersuchung konnte zeigen, dass Probiotika tendenziell in der Lage sind, 
pathogene Keime direkt von der Darmschleimhaut zu verdrängen. Dabei wurde in vitro die 
Möglichkeit mit Hilfe unterschiedlicher Keime untersucht und festgestellt, dass alle 
Milchsäurebakterien die Adhäsion von Cl. perfringens signifikant reduzieren (RINKINEN et al. 
2003). 
Gegen die Theorie der Ansiedlung spricht eine Studie mit elektronenmikroskopischen 
Untersuchungen an Mäusen, denen Lactobacillus casei verabreicht wurde. Es wurde 
festgestellt, dass sich das Probiotikum vor allem im Darmlumen befand und die Mukosa nur 
oberflächlich mit Laktobazillen besetzt wurde (GALDEANO u. PERDIGON 2004). Darauf deutet 
auch der fehlende Nachweis von Enterococcus faecium ssp. nach Absetzen der Präparate bei 
Hunden im Kot derselben hin (ZENTEK et al. 1998). 
Probiotika sind im Stande, die Bildung und die Zusammensetzung der Muzinschicht durch 
Modulation der muzinproduzierenden Becherzellen und der Tight-Junctions zwischen den 
Enterozyten zu beeinflussen (MELMED 2003). So konnten MACK et al. (1999) in vitro 
beweisen, dass LGG und Lactobacillus plantarum die mRNA-Expression von MUC2 und MUC3 
induzieren. Die Anzahl der Becherzellen im Dickdarm wurde ebenso durch Saccharomyces 
boulardii (SAB) und Bacillus cereus var. toyoi erhöht (BAUM et al. 2002). 
Probiotika können neben dem Einfluss auf die Muzinproduktion auch direkt die Zellen des 
Epithels beeinflussen. So ist LGG in der Lage, sowohl die Mitoserate im Dünndarmepithel zu 
beeinflussen (BANASAZ et al. 2002) als auch eine durch Zytokine bedingte Apoptose zu 
verhindern (YAN u. POLK 2002). 
In der Veränderung der elektro- und transportphysiologischen Eigenschaften des Darmepithels 
sehen einige Autoren einen Erklärungsansatz für den durchfallmindernden Effekt von 
Probiotika. Bei Untersuchungen an Dünndarmpräparaten von Ferkeln mit Hilfe der Ussing-
Kammer-Technik wurde herausgefunden, dass die eingesetzten Mikroorganismen (SAB, 
Bacillus cereus var. toyoi) eine stimulierende Wirkung auf den Nährstofftransport durch die 
Darmschleimhaut (= verbesserte Nährstoffresorption) ausübten (BAUM et al. 2002). Die 
Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass Probiotika den Transport von Glucose steigern. 
Dadurch kommt es zu einem osmotischen Gradienten am Darmepithel und es herrscht ein 
Nettofluss von Wasser aus dem Darmlumen ins Blut. BAUM et al. (2002) sind der Annahme, 
dass dieser Effekt auf der gesteigerten Anzahl von Natrium-/Glucose Co-Transportern beruht, 
da eine erhöhte maximale Glucose-Aufnahmerate festgestellt werden konnte. 
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2.2.5.3 Wirkungen auf das lokale und gesamte Immunsystem 
Die Tatsache, dass eine durch das Darmschleimhaut-assoziierte lymphatische Gewebe 
hervorgerufene Immunantwort auch Immunantworten auf anderen Schleimhäuten des 
Organismus stimulieren kann (ISOLAURI et al. 2001), macht den Einsatz von Probiotika sehr 
interessant. Probiotika beeinflussen zum einen das angeborene aber auch das adaptive 
Immunsystem. Sie regulieren dabei die delikate Balance zwischen notwendiger und exzessiver 
Immunantwort (WINKLER et al. 2007). 
Es konnte in zahlreichen in vivo und in vitro Studien gezeigt werden, dass durch probiotische 
Mikroorganismen sowohl spezifische als auch unspezifische Immunantworten stimuliert und 
moduliert werden. Ein Effekt der Beeinflussung des angeborenen Immunsystems zeigt sich bei 
der Gabe unterschiedlicher Laktobazillen-Stämme, welche die Phagozytoseaktivität von 
murinen Makrophagen (PERDIGON et al. 1986; PERDIGON et al. 1988; PERDIGON et al. 
1999) wie auch von neutrophilen Granulozyten im Blut des Menschen (SCHIFFRIN et al. 1995) 
anregen können.  
Man geht davon aus, dass nicht nur intakte Bakterien, sondern auch einzelne 
Zellwandbestandteile und bakterielle DNA an der Auslösung einer Immunantwort beteiligt sind. 
So konnte demonstriert werden, dass lediglich Bestandteile der Zellwand grampositiver und 
gramnegativer Mikroorganismen an der Entstehung der unspezifischen Immunantwort beteiligt 
sind und sowohl für die Entwicklung als auch für die Erhaltung und die Funktion des 
Immunsystems eine große Rolle spielen (HAMANN et al. 1998). GALDEANO u. PERDIGON 
(2004) wiesen dennoch nach, dass lebende Bakterien die Immunantwort besser stimulieren 
konnten als abgetötete. Bis heute sind die genauen Mechanismen der Immunmodulation durch 
Probiotika nicht ausreichend geklärt. 
Probiotika induzieren die Synthese von proinflammatorischen und antiinflammatorischen 
Zytokinen und regulieren die Balance zwischen den verschiedenen T-Helfer-Zellen (Th1/Th2): 
So ist es interessant, dass z. B. LGG bei Kindern mit atopischer Dermatitis das eine 
immunologische Toleranz auslösende Interleukin 10 induziert (PESSI et al. 2000). Ferner sind 
auch verschiedene Lactobacillus-Stämme sowie apathogene E. coli-Stämme fähig, die TNF-α-
Produktion ex vivo in Ileumexplantaten von Patienten mit Morbus Crohn zu inhibieren 
(BORRUEL et al. 2002; CAROL et al. 2002).  
Probiotika stimulieren außerdem neben den mukosalen auch die systemischen 
Immunantworten. Es wurde festgestellt, dass durch probiotische Bakterien die Produktion von 
Serum-IgA und sekretorischem IgA gesteigert wird, antigenspezifische Immunantworten durch 
adjuvante Effekte verstärkt und die Lymphozytenpopulationen vermehrt werden (ISOLAURI et 
al. 2001; HE et al. 2002; MERCENIER et al. 2003; CROSS et al. 2004). 
Einen weiteren Fortschritt zur Erklärung der immunmodulatorischen Wirkungen von Probiotika, 
brachte die Entdeckung ihrer Wirkung über die so genannten Toll-like Rezeptoren (TLR-2 und 
TLR-4), die zu den Transmembranrezeptoren gehören und einen Bestandteil der angeborenen 
 27 
Immunantwort darstellen. Ein Unterschied zur Wirkung pathogener Mikroorganismen über diese 
Rezeptoren liegt lediglich in der Immunantwort (VINDEROLA et al. 2005; MARTEAU 2006). 
 
2.2.6 Sicherheit und denkbar adverse Effekte durch Probiotika 
Das verstärkte Streben nach Alternativen zum Antibiotika-Einsatz und das wachsende Wissen 
über die therapeutischen Möglichkeiten von Probiotika machen es im Besonderen deutlich, 
dass auch auf die Sicherheit und denkbar adverse Effekte eingegangen werden muss.  
Probiotika werden in Nahrungsmitteln schon über einen sehr langen Zeitraum verarbeitet und 
gelten daher als „generell sicher“ („generally recognized as safe“ = GRAS). Doch die potentielle 
Fähigkeit bestimmter probiotischer Stämme, die Magenpassage zu überleben und sich an die 
intestinale Mukosa zu heften, könnte ein Risiko der bakteriellen Translokation und als Folge 
eine Bakteriämie oder gar Sepsis nach sich ziehen (ISOLAURI et al. 2004). 
 
2.2.6.1 Gesetzliche Vorgaben für den Einsatz von Probiotika 
Aufgrund ihrer unterschiedlichen Darreichungsformen als Lebensmittel, Arzneimittel oder 
Futterzusatzstoffe unterliegen Probiotika unterschiedlichen gesetzlichen Regelungen.  
Obwohl die meisten der als Arzneimittel angewandten Probiotika seit mehreren Jahren 
registriert sowie vielfältig in Gebrauch sind (vgl. Rote Liste) und daher im Allgemeinen als sicher 
gelten, unterliegen diese Probiotika den strengen Zulassungsbestimmungen des 
Arzneimittelgesetzes (AMG) und müssen vom Bundesinstitut für Arzneimittel und 
Medizinalprodukte (BfArM) zugelassen werden. Daher ergibt sich ihre Sicherheit aus den 
zahlreichen Sicherheitsprüfungen, denen sie unterliegen.  
Schwierig erweist es sich, wenn Probiotika als Lebensmittel eingestuft werden. Sie unterliegen 
dann dem Lebensmittel-, Bedarfsgegenstände- und Futtermittelgesetzbuch (LFGB) und müssen 
den dort geltenden Zulassungsbestimmungen entsprechen, um genehmigt werden zu können. 
In Europa lautet der offizielle Terminus für Probiotika „Ecological health control products“ 
(EHCP) (VAN BRIEL 2002). Die als Futterzusatzstoffe in der Tierernährung genannten 
Probiotika (siehe Tabelle 4) unterliegen der Verordnung (EG) Nr. 1831/2203 des Europäischen 
Parlaments und des Rates vom 22. September 2003 über Zusatzstoffe zur Verwendung in der 
Tierernährung. 
Allgemein lässt sich aber sagen, dass für die Zulassung von Probiotika Nachweise über ihre 
Identität, ihre Merkmale und ihre Anwendungsgebiete sowie über ihre Anwendungssicherheit 
erbracht werden müssen (LAHRSSEN u. ZENTEK 2002).  
Da bisher keine Richtlinien für den Wirksamkeitsnachweis bei einem Einsatz von Probiotika bei 
den so genannten „companion animals“ bestand, erarbeitete die Europäische Kommission im 
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Jahre 2000 erstmalig „Leitlinien zur Prüfung der Wirksamkeit von Mikroorganismen bei den 
Tierkategorien Hund, Katze und Pferd“ (84/153/EWG) (LAHRSSEN u. ZENTEK 2002). 
Die therapeutische Anwendung der Probiotika in der Veterinärmedizin unterliegt ebenso den 
strengen Zulassungsbedingungen des Arzneimittelgesetzes. 
 
2.2.6.2 Anforderungen an Probiotika im Allgemeinen und als Futterzusatzstoff 
Mikroorganismen, die als Probiotika eingesetzt und bezeichnet werden sollen, müssen zum 
einen funktionelle Eigenschaften (z. B. Lebensfähigkeit und Persistenz im Magen-Darmtrakt, 
immunmodulierende Eigenschaften) und technologische Eigenschaften aufweisen, zum 
anderen besondere Sicherheitskriterien erfüllen (DUNNE et al. 2001; GIONCHETTI et al. 2002; 
REID 2006) (siehe Tabelle 8). 
Dennoch sind Informationen über probiotische Spezies, Anwendbarkeiten für bestimmte 
Stämme, Dosierungen und Darreichungsformen sowie die Haltbarkeitsdauer bisher nur 
unzureichend zusammengetragen worden, um eine praktische und konstante Empfehlung 
verschiedener Spezies auszusprechen (DOUGLAS u. SANDERS 2008). 
Tabelle 8: Selektionskriterien für Probiotika–Keime 
Selektionskriterien1) Bemerkungen 
Anwendungssicherheit Typisierung: Molekulargenetisch, serologisch, 
mikrobiologisch und biochemisch 
 Apathogenität: Freiheit von pathogenen Genen für: 
Enterotoxin- und Cytotoxinbildung, 
Enteroinvasivität, pathogene adhärierende 
Aktivität, Hämolyse, Serumresistenz, 
Serumpathogenität und Antibiotikaresistenz 
Resistenz gegenüber 
Magen- und Gallensäure 
Erforderlich, um die Magen-Darm-Passage zu überleben und 
Zellintegrität, Adhäsionsfähigkeit und metabolische Aktivität zu 
bewahren 
Adhäsionsfähigkeit Immunmodulation, kompetitive Exklusion anderer 
Mikroorganismen 
Kolonisationsfähigkeit Wichtig für die Langzeitwirkung 
Datenlage Nachweis gesundheitsfördernder Effekte gemäß 
internationaler Standards (international anerkannte Studien zu 
Klinik und Präklinik) 
Biotechnische 
Eigenschaften 
Stabilität, Haltbarkeit im Produkt, Kultivierbarkeit 
*
1)
 nach OUWEHAND et al. (1999) und nach FRIC (2002) 
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Derzeit werden diese Kriterien nicht von allen erfüllt. Die Genotypisierung erfolgt z. B. nur bei 
folgenden Probiotika: E. coli Stamm Nissle 1917 (DSM 6601, Serotyp O6:K5:H1), Lactobacillus 
casei spec. rhamnosus (Lactobacillus GG) und Saccharomyces boulardii. 
 
2.2.6.3 Anforderungen an mikrobielle Arzneimittel  
In Übereinstimmung mit den geforderten Eigenschaften von Probiotika im Allgemeinen, ergeben 
sich gegenwärtig zusätzlich drei prinzipielle Anforderungen an mikrobielle Arzneimittel: Sie 
müssen 
  therapeutisch wirken, 
  Erkennungsmarker („Stammpass“) besitzen, mit deren Hilfe die Unterscheidung von 
anderen autochthonen Mitgliedern der Standortflora und die Kontrolle der Stabilität 
möglich ist 
  und sie müssen sicher sein, d. h. keine pathogenen oder virulenten Merkmale 
aufweisen, so dass schädliche Nebenwirkungen immer ausgeschlossen sind. 
Nach den oben benannten geforderten generellen Anforderungen, müssen mikrobielle 
Arzneimittel auch  … 
  die Gesundheit des Wirtstieres fördern (z. B. durch Steigerung der Abwehrkräfte),  
  nicht pathogen und nicht toxisch sein,  
  in großem Umfang lebensfähig und vermehrungsfähig sein,  
  wenn möglich, aus der physiologischen Darmflora des Wirtstieres stammen,  
  eine Persistenz über längere Zeit im Gastrointestinaltrakt aufzeigen,  
  unempfindlich gegenüber Speichelenzymen (Lysozym), Verdauungsenzymen (Amylase, 
Lipase, Protease) und gegenüber Magensäure sowie Sekreten der Darmanhangdrüsen 
(Gallen- und Pankreassaft) sein,  
  durch eine Absenkung des pH-Werts im Nahrungsbrei die Vermehrung und 
Toxinproduktion pathogener Keime unterdrücken,  
  sich an Darmepithelzellen anheften, in die Darmschleimhaut penetrieren und mit dieser 
eine Barriere bilden,  
  das Immunsystem des Wirtsorganismus stimulieren,  
  nicht zu einem möglichen genetischen Transfer von Antibiotikaresistenzen beitragen,  
  stabil gegenüber technologischen Einflüssen während Herstellung, Lagerung und 
Gebrauch sein 
  sowie gute sensorische Eigenschaften besitzen. 
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2.2.6.4 Denkbar adverse Effekte durch Probiotika 
Obwohl die Sicherheit von Probiotika sehr hoch eingestuft wird, macht sie ihre Zugehörigkeit 
unter anderem zu Vertretern von Hefe- oder Bakterien-Spezies in der Theorie potentiell 
gefährlich (DUGOUA et al. 2008). 
Zur Überprüfung ihrer Sicherheit wurden die verschiedenen Probiotika häufig an Risikogruppen 
erprobt (SNYDMAN 2008). Hierunter werden unter anderem immunsuppremierte Personen, 
Kinder und Schwangere gezählt. 
Basierend auf ihrem allgemeinen Wirkmechanismus besitzen Probiotika theoretisch Risiken, 
adverse Effekte auszulösen (SALMINEN et al. 1998; O'BRIEN et al. 1999; ISHIBASHI u. 
YAMAZAKI 2001; SALMINEN u. ARVILOMMI 2002; REID u. BURTON 2002; SENOK et al. 
2005; REID 2006; BOYLE et al. 2006; LEE et al. 2008; LIONG 2008; SNYDMAN 2008):  
  Akquirierung so genannter Pathogenitätsinseln (DNA-Fragmente, die mehrere 
Virulenzgene enthalten) via horizontalem Gentransfer (HACKER et al. 1997) und eine 
daraus mögliche resultierende Antibiotikaresistenz, 
  Infektionen durch potentielle Transmigrationseigenschaft, 
  Schädliche Stoffwechselaktivitäten, mögliche Wechselwirkungen mit begleitender 
medikamentöser Therapie,  
  adverse immunologische Effekte (SAARELA et al. 2000; ISHIBASHI u. YAMAZAKI 
2001; SAARELA 2007). 
Nur wenige probiotische Stämme wurden in der Vergangenheit aus infektiösen Geweben oder 
Blutproben von Patienten isoliert (SALMINEN et al. 1998; MARTEAU u. SHANAHAN 2003). 
Auch wurden bisher nur vereinzelt konkrete Fälle adverser Effekte von Probiotika aufgeführt: So 
traten bei manchen Patienten nach der Applikation von Saccharomyces boulardii positive 
Hämokulturen auf (PLETINEX 1995) und bei einem Patienten, der mit Lactobacillus GG 
behandelt wurde, wurde ein Leberabzess mit positivem Erregernachweis gefunden (RAUTIO et 
al. 1999). 
Bei Mastschweinen und Ferkeln traten in einigen Fällen, beispielsweise bei der Gabe von Lb. 
reuteri, sogar nachteilige Effekte wie verringerte Gewichtszunahmen durch schlechtere 
Futterverwertung auf. KLUBER et al. (1985) verzeichnete außerdem 1985 bei Applikation des 
M74 Stammes von Enterococcus faecium eine erhöhte Ferkelsterblichkeit, die mit einer 
Überdosierung des Probiotikums zu erklären versucht wurde. 
Als etwas problematischer ist die Anwendungssicherheit von Ec. faecium in Bezug auf die 
Übertragung von Antibiotikaresistenzen zu sehen. So zeigten McCONNEL et. al. (1991), dass 
im Gastrointestinaltrakt der Maus die Makrolidresistenz durch das Plasmid pAM1 von Lb. 
reuterii auf Ec. faecium und von diesem weiter auf Ec. faecalis übertragen werden konnte. 
Zugleich kann Ec. faecium eine Vancomycinresistenz akquirieren und diese dann auch 
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weitergeben. Dies erscheint besonders gefährlich (SALMINEN et al. 1998; BORRIELLO et al. 
2003), da das Antibiotikum Vancomycin eines der wenigen ist, das noch effektiv gegen 
bestimmte multiresistente Keime wirkt (SALMINEN et al. 1998). Eine generelle Überprüfung von 
Antibiotikaresistenzen ist daher v. a. bei Ec. faecium empfehlenswert. 
In einer Studie über den Einsatz von Ec. faecium bei der Tierart Hund konnten RINKINEN et al. 
(2003) zeigen, dass die beiden Probiotika Ec. faecium M74 und Ec. faecium SF273 in vitro die 
Adhäsionsfähigkeit des pathogenen Keims Campylobacter jejuni an die Muzinschicht des 
Darmes signifikant steigerte. Demnach ist der Hund ein potentieller Träger des pathogenen 
Keimes und somit eine mögliche Quelle für die humane Camphylobakteriose. Diese 
Gefahrenquelle sollte somit bei Anwendung von Ec. faecium als Probiotikum beim Hund nicht 
aus den Augen verloren werden. 
 
2.3 Escherichia coli Stamm Nissle 1917 
2.3.1 Historisches 
Die Entdeckung von Escherichia coli Stamm Nissle 1917 (EcN) Anfang des letzten 
Jahrhunderts geht auf den Freiburger Humanmediziner und Hygieniker Prof. Dr. Alfred Nissle 
(1874-1965) zurück. Er isolierte diesen Coli-Stamm aus den Fäzes eines Pionierunteroffiziers, 
der im Balkanfeldzug im Gegensatz zu seinen Kameraden völlig diarrhöe-resistent geblieben 
war (LOEW 2000). Dieser Coli-Stamm erwies sich als besonders hochwertig im Antagonismus 
zu anderen pathologischen Darmbakterien. Ende 1916 meldete Nissle Mutaflor® als 
geschütztes Warenzeichen an, welches dann 1917 als solches auch beim Reichspatentamt 
eingetragen wurde. Der vom lateinischen Wort „mutare“ (= verändern) abgeleitete Begriff sollte 
dessen Fähigkeit, die Darmflora zu beeinflussen, stärker zum Ausdruck bringen. Auch heute 
noch enthält das Präparat Mutaflor® diesen Stamm, der in der Deutschen Sammlung für 
Mikroorganismen als DSM 6601 hinterlegt ist. 
Seit seiner Entdeckung und Patentierung wurde das Präparat von mehreren Herstellern 
vertrieben, bis die Herstellung und Vertreibung schließlich seit 1971 durch die Ardeypharm 
GmbH, Herdecke, Germany erfolgte. 
Obgleich seit der Einführung von Mutaflor® im Jahre 1917 einige Jahrzehnte vergangen sind, 
sind die wichtigsten Ansätze von Nissle sowie die spezifischen Wirkmechanismen nur 
unzureichend geklärt.  
Die wissenschaftliche Anerkennung als therapeutisch wirksames Probiotikum erlangte der E. 
coli Stamm Nissle 1917 (DSM 6601) aufgrund klinisch kontrollierter, randomisierter 
Doppelblindstudien von REMBACKEN et al. (1999b) und KRUIS et al. (1997) sowie KRUIS 
(2004). Im Jahre 2001 hielt EcN schließlich Einzug in die Veterinärmedizin und wurde als 
Arzneimittel unter dem Namen Ponsocol® zugelassen. Dieses dient zur Prophylaxe von 
Durchfallerkrankungen bei Kälbern (VON BUENAU et al. 2005). 
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2.3.2 Morphologie und Eigenschaften 
Um die morphologischen Besonderheiten und spezifischen Eigenschaften des E. coli Stamm 
Nissle 1917 hervorheben zu können, wird ein kurzer Abriss über die Klasse der Escherichia coli 
Stämme gegeben: 
E. coli Bakterien gehören zur Familie der Enterobacteriaceae und sind gramnegative, fakultativ 
anaerobe Stäbchenbakterien, die zur physiologischen Flora des Dickdarms warmblütiger 
Säugetiere gehören. Ihre durchschnittliche Anzahl beläuft sich auf ca. 108 KbE/g Fäzes 
(SALMINEN et al. 2006), was eine Mehrheit der vorliegenden Darmflora darstellt. Zu ihrer 
Klasse zählen apathogene Stämme, aber auch fakultativ oder obligat pathogene Stämme sind 
vertreten.  
Um ihre Pathogenität zu entfalten, besitzen letztere beide Gruppen so genannte 
Pathogenitätsfaktoren, welche entweder chromosomal- oder plasmidcodiert zu liegen kommen. 
Zu ihnen gehören einmal die P- oder S-Fimbrien, die ihnen zur Adhäsion am Darmepithel 
verhelfen (KLEMM 1985). Des Weiteren zählen auch ihre Polysaccharidkapsel als 
Phagozytoseresistenzfaktor, ihre Hämolysine (Porenbildner, Zytokine) und zahlreiche 
unterschiedliche Eisenaufnahmesysteme dazu, was ihnen im eisenarmen Darm zur 
Häminverwertung einen Vorteil verschafft (GROZDANOV et al. 2004). Die von ihnen gebildeten 
und abgegebenen Toxine führen zu einer vermehrten Abgabe von Wasser und Elektrolyten aus 
den Epithelzellen. 
Eine wichtige Serogruppe der Escherichia coli-Stämme ist die O6-Gruppe. Sie stellt eine sehr 
heterogene Gruppe dar, beinhaltet daher sowohl pathogene als auch apathogene Stämme 
(BLUM et al. 1995). Einige der pathogenen Vertreter sind für zahlreiche intestinale und vor 
allem urogenitale Erkrankungen verantwortlich (CLEARY et al. 2004).  
Apathogene Stämme unterscheiden sich von pathogenen Stämme in dieser Serovargruppe  
v. a. durch die An- bzw. Abwesenheit spezifischer virulenter Eigenschaften oder anhand 
besonderer Überlebensstrategien und Fitness im Wirt (HACKER u. KAPER 2000; HENTSCHEL 
u. HACKER 2001). 
Der Escherichia coli Stamm Nissle 1917 ist ein typisches Beispiel für einen apathogenen 
Vertreter dieser Serogruppe O6. EcN kann zeitsparend und sensitiv mittels PCR unabhängig 
vom Vorhandensein anderer E. coli Stämme im Stuhl von Patienten nachgewiesen werden 
(BLUM-OEHLER et al. 2003a; BLUM-OEHLER et al. 2003b) und ist biochemisch, 
mikrobiologisch sowie serologisch vollständig charakterisiert (GROZDANOV et al. 2004). Die 
genaue Serotypisierung ist O6:K5:H1. EcN gehört zu den am besten untersuchten 
probiotischen Stämmen (Aufbau siehe Abbildung 2). Im Gegensatz zu seinen pathogenen 
Artgenossen fehlen ihm zwar die P- und S-Fimbrien, dennoch bildet er eine sehr gute und 
starke Adhäsionsfähigkeit aufgrund seiner Typ1-, F1C- und Curli-Adhäsine. Die optimale 
Eisenaufnahme wird durch sechs verschiedene Siderophorensysteme garantiert (BLUM et al. 
1995).  
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Im Unterschied zu anderen Vertretern aus der O6-Gruppe bildet EcN keine Virulenzfaktoren wie 
hitzelabile Enterotoxine, hitzestabile Enterotoxine oder Zytotoxine sowie Shiga-like-Toxine aus 
und verfügt auch nicht über das bei pathogenen E. coli für die Sezernierung zuständige Typ-III-
Transportsystem (BLUM et al. 1995; GROZDANOV et al. 2002). Diese Eigenschaften und die 
Serumsensibilität werden durch die besondere Oberflächenstruktur (Lipopolysaccharidstruktur) 
gewährleistet (GROZDANOV et al. 2002; GROZDANOV et al. 2004). Im Genom von EcN sind 
zwei kleine kryptische “high-copy”-Plasmide vorhanden, die eine große genetische Stabilität 
besitzen (BLUM-OEHLER et al. 2003a; BLUM-OEHLER et al. 2003b). Aufgrund der fehlenden 
hochmolekularen Plasmide, hat EcN eine sehr hohe Mutationsresistenz, bildet daher keine 
Antibiotikaresistenzen aus und ist gegenüber allen routinemäßig gegen Enterobacteriaceae 
eingesetzten Antibiotika sensitiv (GROZDANOV et al. 2002). Des Weiteren produziert E. coli 
Stamm Nissle 1917 zwei Mikrozine (MCCANN et al. 1992 und SONNENBORN und 
GREINWALD 1991), um nahe verwandte Bakterienstämme zu unterdrücken. Bedeutend ist 
auch, dass EcN nicht invasiv (LODINOVAZADNIKOVA u. SONNENBORN 1997) und genstabil 
ist (GROZDANOV et al. 2002). Seine besonderen Stoffwechseleigenschaften verhelfen ihm zu 
zahlreichen Selektionsvorteilen im Darm und einer guten Ansiedlung (LODINOVAZADNIKOVA 
u. SONNENBORN 1997; STENTEBJERG-OLESEN et al. 1999).  
 
Abbildung 2: Aufbau des Chromosoms von E. coli Stamm Nissle 1917 
 
Genomanalysen haben gezeigt, dass viele der genannten Faktoren auf vier großen 
genomischen Inseln (GEI I-IV) und mehreren kleineren Genklustern lokalisiert sind 
(GROZDANOV et al. 2004; SUN et al. 2005).  
Literaturübersicht 
Literaturübersicht 
 
34 
2.3.3 Anwendung und Bedeutung in der Human- und Veterinärmedizin 
Die Nichtanwesenheit der Virulenzfaktoren, die Serumsensitivität und die Expression mehrerer 
Fitnessfaktoren, die das Überleben und die erfolgreiche Kolonisierung im menschlichen Darm 
unterstützen, bilden wahrscheinlich die Basis für den probiotischen Charakter des E. coli 
Stammes DSM 6601 (GROZDANOV et al. 2004).  
E. coli Stamm Nissle 1917 als Basis von Mutaflor® wird zur Behandlung und prophylaktischen 
Maßnahme zahlreicher unterschiedlicher intestinaler und extratestinaler Erkrankungen 
verwendet (LODINOVAZADNIKOVA u. SONNENBORN 1997; REMBACKEN et al. 1999a; 
REMBACKEN et al. 1999b).  
Seit Herr Prof. Dr. A. Nissle Mutaflor® in die Behandlung chronischer Darmerkrankungen 
einführte, wurden zahlreiche klinische doppel-blind, placebokontollierte Studien und 
Beobachtungen, die von der Wirksamkeit und der Verträglichkeit des Präparates berichten, 
veröffentlicht. In den Studien wurde gezeigt, dass durch diesen Stamm die Remission der 
chronisch entzündlichen Darmerkrankung Colitis ulcerosa erhalten werden kann und dabei eine 
mit dem Medikament Mesalazin äquivalente Wirksamkeit erzielt wird (KRUIS et al. 1997; 
REMBACKEN et al. 1999b; KRUIS 2004). Ebenso wird EcN erfolgreich bei Morbus Crohn 
(BOUDEAU et al. 2003; ALTENHOEFER et al. 2004; BROEKAERT u. WALKER 2006) 
eingesetzt und auch bei der kollagenen Colitis (TROMM et al. 2004) sowie der Pouchitis 
(KUZELA et al. 2001) konnten erste Erfolge aufgezeigt werden.  
Weitere wichtige Einsatzgebiete des E. coli Stamm Nissle 1917 sind allgemein chronisch 
entzündliche Darmerkrankungen (SCHULTZ et al. 2003a) und die prophylaktische 
Beeinflussung der Kolonisation bei Neugeborenen (LODINOVAZADNIKOVA u. SONNENBORN 
1997; CUKROWSKA et al. 2002). EcN verbessert darüber hinaus die Stuhlfrequenz und 
Fäzeskonsistenz bei Patienten mit Obstipation (MOLLENBRINK u. BRUCKSCHEN 1994). 
Klinischen Einsatz in der Veterinärmedizin fand E. coli Stamm Nissle 1917 erst im Jahre 2001 
zur prophylaktischen Behandlung der Kälberdiarrhöe in Deutschland (VON BUENAU et al. 
2005). Einzelne Fallberichte und Behandlungsprotokolle haben auch schon zuvor immer wieder 
den Beweis über die gute Verträglichkeit und Wirksamkeit von DSM 6601 erbracht. Vor allem in 
der Prävention der Diarrhöe, einem gefürchteten und mit hohen Verlusten in der Nutztierhaltung 
einhergehenden Krankheitskomplex, erbrachte EcN gute Ergebnisse. In einer Studie über den 
Einfluss von EcN auf die Durchfallproblematik bei Schweinen konnte gezeigt werden, dass sich 
sowohl die klinischen Symptome der Diarrhöe, als auch die Chlorid-Sekretion bei probiotisch 
vorbehandelten Tieren nach der Gabe von Foskolin (sekretionsfördernd) nicht einstellte. Diese 
Ergebnisse zeigten, dass EcN dazu in der Lage ist, eine durch den pathologischen Keim 
Escherichia coli „Abbotstown“ (EcA) hervorgerufene Erkrankung präventiv zu vermeiden 
(SCHROEDER et al. 2006).  
Neuere Untersuchungen ergaben weiterhin, dass EcN in der Lage ist, die Magen-Darm-
Passage bei klinisch gesunden adulten Pferden zu überleben (ALBERS 2007). Hiermit konnte 
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eine wichtige Grundvoraussetzung für den Einsatz dieses Bakteriums als Probiotikum beim 
Pferd nachgewiesen werden. 
Der überwiegende Erkenntnisstand beruht dennoch auf Untersuchungen an Labortieren: So 
wirkt sich EcN bei Ratten positiv auf die Motilität des Darmes aus (VODERHOLZER et al. 1995) 
und bei einer intravenösen Infektion von Mäusen mit Listeria monocytogenes oder Candida 
albicans kann oral zugeführter EcN dosisabhängig eine Reduktion der Belastung der einzelnen 
Organe hervorrufen (HOCKERTZ 1997). Die Autoren schlossen daraus, dass sich die Wirkung 
von EcN bei pathogenen Mikroorganismen sowohl auf bakterielle als auch Pilzinfektionen 
bezieht.  
In jüngerer Zeit wurde auch der Einsatz von EcN als Carrier in der Immunprophylaxe diskutiert. 
Doch weder WESTENDORF et al. (2005) noch BUDDENBORG et al. (2008) konnten die 
Effizienz als solche beweisen. In letzterer Studie wurde sogar gezeigt, dass EcN entgegen der 
bisherigen Untersuchungen keine gute Kolonisierungseigenschaft in Mäusen aufweist. 
 
2.3.4 Sicherheit von EcN als mikrobiologisches Arzneimittel 
E. coli Stamm Nissle 1917 ein typisches Beispiel eines mikrobiellen Arzneimittels. Obwohl der 
Großteil der als mikrobielle Arzneimittel eingesetzten Präparate seit Jahren sowohl erfasst wie 
auch angewendet wird und daher im Allgemeinen als sicher gilt, müssen diese Arzneimittel den 
neusten Sicherheitskriterien unterstellt und überprüft werden. Daraus ergeben sich die unter 
Punkt 2.2.6.2 aufgezeigten generellen Anforderungen an mikrobielle Arzneimittel wie EcN 
(SALMINEN et al. 1998; VON WRIGHT u. SALMINEN 1999; ADAMS 1999). 
Für die Sicherheit eines mikrobiellen Arzneimittels müssen nachfolgende Pathogenitätsfaktoren 
fehlen und der Stamm hat über nachfolgende Eigenschaften zu verfügen.  
Durch die komplette Aufklärung der Genomstruktur von EcN wird dies bestätigt (GROZDANOV 
et al. 2004):  
EcN besitzt …  
  keine Antibiotika-Resistenz 
  keine Enteroinvasivität (in vitro und in vivo) 
  keine Hämolysine 
  keine Serumresistenz (kommt häufig bei Sepsis- und Meningitis-Erregern vor)  
  keine pathogenen Adhäsionsmerkmale (P- oder S-Fimbrien) 
  keine transferablen Plasmide 
  kein Typ-III-Sekretionssystem,  
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ist … 
  genetisch stabil 
und bildet … 
  keine H-LT, H-ST, CNF-1 und SLT-1 oder SLT-2. 
 
Für E. coli Nissle 1917 liegen trotz der langen Anwendungsgeschichte bisher keine Berichte 
von ernsten Zwischenfällen vor (HOFFMANN u. KRUIS 2002). Dennoch besteht seit kurzem 
Grund zur Vermutung, dass EcN dazu in der Lage ist, gewisse Entzündungsreaktionen in 
Epithelzellen zu induzieren (BLEICH et al. 2008). BLEICH et al. (2008) zeigten auf, dass EcN 
fähig ist, in vivo einen virulenten Phänotyp in germ-free C3H/HeJZtm–Mäusen auszubilden. 
 
2.3.5 Wirkungsmechanismen von Escherichia coli Stamm Nissle 1917 
EcN wird seit über 85 Jahren in der Medizin eingesetzt und mehrere klinische Studien haben 
verschiedene Indikationen gesichert. Dennoch sind die Mechanismen, über die EcN seine 
günstigen Effekte ausübt, bis heute nicht vollständig aufgeklärt. 
Die bisherigen Kenntnisse zeigen, dass EcN die intestinale Mikroflora umbaut (TANNOCK et al. 
2000), eine Modulation bestimmter Immunprozesse am Darm-assoziierten Lymph-Gewebe 
(GALT) vornimmt (SCHULTZ et al. 2003b; CROSS 2004; SCHULTZ et al. 2004), eine 
Verstärkung der Barriere gegen luminale Bakterien hervorbringt (BOUDEAU et al. 2003; 
WEHKAMP et al. 2004; ALTENHOEFER et al. 2004) sowie eine deutliche antagonistische 
Aktivität gegenüber anderen pathogenen und apathogenen Keimen aufweist. Die Wirkungen 
werden dabei durch verschiedene Parameter, wie zum Beispiel Mikrozine, Siderophore, 
immunmodulierende Substanzen, pH-Wert- Veränderung und Bildung der kurzkettigen 
Fettsäuren, entfaltet.  
Die Wirkprinzipien der Probiotika im Allgemeinen können somit auch auf EcN übertragen 
werden: 
  Nährstoffkonkurrenz mit pathogenen Keimen und Adhäsionskonkurrenz 
  Muzineffekte 
  Immunmodulation 
  Antimikrobielle Subtanzen. 
Die Fähigkeit von EcN, die Epithelzellen vor dem Eindringen pathogener Organismen zu 
schützen, wurde in mehreren Studien belegt. Unter anderem konnte gezeigt werden, dass das 
Eindringen von Salmonellen und anderen invasiven Enterobakterien (Shigellen, Listerien, 
Yersinien, enteroinvasives E. coli) in humane Epithelzellen in Zellkultur durch EcN gehemmt 
wird (ALTENHOEFER et al. 2004). Auch OELSCHLAEGER et al. (2001) u. BOUDEAU et al. 
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(2003) bewiesen in ihren Untersuchungen, dass E. coli Stamm Nissle 1917 die Adhäsion und 
Invasion von aus dem Stuhl an Morbus Crohn erkrankten Patienten isolierten invasiven E. coli 
Stämmen um bis zu über 90 % verhindert.  
Dennoch konnten bisher keine entscheidenden (wegweisenden) Erklärungsansätze für den 
Anti-Invasionsmechanismus durch EcN gefunden werden. Es konnte lediglich geklärt werden, 
dass dies nicht auf einem direkten physikalischen Kontakt mit den Epithelzellen oder den 
invasiven Bakterien beruht (ALTENHOEFER et al. 2004). SCHULTZ et al. (2004) sehen in der 
Sezernierung eines bestimmten Faktors einen Erklärungsansatz. Dieser könnte im Prinzip 
sowohl die invasiven Stämme als auch das Darmepithel beeinflussen. Da die untersuchten 
Bakterien verschiedene Invasionssysteme besitzen, nehmen sie an, dass E.coli Stamm 
Nissle 1917 durch eine anti-invasiv wirksame Komponente eine zentrale Struktur oder einen 
wichtigen Prozess innerhalb des Darmepithels so verändert, dass die Invasion aller weiter oben 
aufgeführten Keime gehemmt wird. 
EcN erlangt durch die Bildung keimhemmender und -abtötender Mikrozine (z. B. Mutaflozin), 
aber auch durch seine Unempfindlichkeit gegenüber den Mikrozinen anderer Escherichia coli 
Stämme einen weiteren Selektionsvorteil (BOUDEAU et al. 2003). 
Darüber hinaus besitzt der Stamm E. coli DSM 6601 eine immunmodulierende Aktivität für 
spezifische sowie für unspezifische Immunantworten. Es gibt zahlreiche kontrollierte Studien, 
die eine positive Beeinflussung des Immunsystems belegen. So konnte gezeigt werden, dass 
bei Reif- und Frühgeborenen nach gezielter Kolonisierung mit diesem E. coli Stamm neben 
einer mukosalen auch eine systemische Immunität induziert wurde (LODINOVAZADNIKOVA u. 
SONNENBORN 1997; CUKROWSKA et al. 2002). Eine zusätzliche klinische Bedeutung für das 
Mukosa-assoziierte Immunsystem (MALT) ist die äquivalente Wirkung von EcN und Mesalazin 
in der Remissionserhaltung der Colitis ulcerosa (KRUIS et al. 1997; REMBACKEN et al. 1999b; 
KRUIS 2004).  
In vitro konnte mittels E. coli Stamm Nissle 1917 beispielsweise die Stimulation des 
unspezifischen Immunsystems v. a. durch die Aktivierung von Makrophagen (HOCKERTZ 
1991) sowie die Induktion des humanen ß-Defensins-2 (HBD-2) (WEHKAMP et al. 2004) 
nachgewiesen werden. Durch den E. coli Stamm DSM 6601 wurde in keimfrei aufgezogenen 
Mäusen eine effektive Reduktion der Erregerbelastung bei Infektionen mit Listeria 
monocytogenes und Candida albicans erreicht, was auf eine Stimulation des Immunsystems 
zurückgeführt wird (HOCKERTZ 1997). Vor kurzem durchgeführte Studien haben gezeigt, dass 
die immunmodulatorischen Eigenschaften von EcN auch eine Rolle bei der Behandlung von 
entzündlichen Darmerkrankungen spielen (SCHULTZ et al. 2004; STURM et al. 2005). 
Normales hitzeinaktiviertes EcN ist in der Lage, die Expression von IL-2, TNF-α und IF-γ in der 
Lamina propria signifikant zu reduzieren, aber die IL-10-Produktion durch die PBT zu steigern. 
Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass EcN die Expansion von neuen rekrutierten T-Zellen in 
der Mukosa runterreguliert und damit die Entzündung begrenzen könnte, während die 
aktivierten Gewebe T-Zellen die schädlichen AG eliminieren, wodurch die immunologische 
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Homoöstase aufrechterhalten wird (STURM et al. 2004; STURM et al. 2005). Darüber hinaus 
besteht Aufklärungsbedarf bezüglich weiterer Mechanismen. 
Die funktionelle Modulation der Enterocyten innerhalb von Stunden durch EcN basiert weder 
auf direkter noch indirekter Signalübertragung (OTTE u. PODOLSKY 2004).  
Aus In vitro Modellen ließ sich klären, dass das apathogene EcN die apikale Seite von 
Enterozyten nicht invadieren kann, eine Translokation durch M-Zellen aber wahrscheinlich ist, 
und somit zu einer Aktivierung und Sezernierung von proinflammatorischen Zytokinen und 
Chemokinen (z. B. Interleukin-8) führt. 
 
2.3.6 Kolonisation und Wiederfindung 
Der E. coli Stamm DSM 6601 besitzt die Fähigkeit, den Darm von Menschen (MALCHOW et al. 
1995; LODINOVAZADNIKOVA u. SONNENBORN 1997) sowie von gnotobiotischen Ferkeln 
(GUNZER et al. 2002) und Mäusen (WAIDMANN et al. 2003) effizient zu kolonisieren. Dazu 
bedarf es der Möglichkeit zur Adhäsion an den Epithelzellen. EcN verwendet zur Adhäsion 
chromosomal kodierte Fimbrien des Typ1 und F1C, die zumeist über Stickstoffverbindungen 
Kontakt zu den Epithelzellen aufnehmen (HACKER et al. 1997). Die Gene dieser Fimbrien (fim 
A und foc A) dienen zur Identifizierung von EcN mittels PCR, welche auf deren Sequenzierung 
basiert. Dabei wird die fim A Sequenz mit einer Länge von 253 Nukleotiden als MUTA 1/2 und 
die foc A-DNA Sequenz mit einer Länge von 441 Nukelotiden als MUTA 2/3 bezeichnet. Diese 
Sequenzen teilt sich EcN aber mit einigen anderen aus der O6:K5-Serovar-Gruppe. Daher 
wurden zusätzliche DNA-Sequenzen von kleinen kryptischen Plasmiden ausgewählt, die nur 
EcN besitzt und dadurch eine eindeutige Identifizierung möglich macht (BLUM-OEHLER et al. 
2003b). Diese Palsmide werden als pMUT1 und pMUT2 bezeichnet. Zur Detektion von EcN 
mittels EcN-spezifischer PCR wird aus pMUT1 eine DNA-Sequenz (MUTA 5/6 mit einer Länge 
von 361 Nukleotiden) und aus pMUT2 werden zwei DNA-Sequenzen (MUTA 7/8, mit 427 
Nukleotiden und MUTA 9/10 mit 313 Nukleotiden) genutzt. Diese spezifischen Plasmide lassen 
sich mit den entsprechenden Primern schon in sehr geringen Konzentrationen nachweisen, was 
der Wiederfindung in den Fäzes dient.  
Eine weitere Möglichkeit zur Adhäsion bilden die Curli-Adhäsine, die zu einer Biofilmbildung auf 
den Enterozyten des Wirtes führen (HACKER et al. 1997; HACKER u. KAPER 2000). Dieser 
Mechanismus verhindert die Invasion der Enterozyten durch pathogene Mikroorganismen, was 
bei in vitro Versuchen gezeigt werden konnte (BOUDEAU et al. 2003). Zugleich wurde 
bewiesen, dass die Prä-Inkubation von EcN einen erheblich stärkeren inhibitorischen Effekt auf 
adhärentinvasive E. coli ausübt als die Co-Inkubation. 
Im Allgemeinen sollte die Übertragung der in vitro Ergebnisse auf den Wirt eher kritisch 
angesehen werden und die Wirkung von Probiotika immer an der Spezies, bei der das 
Probiotikum zum Einsatz kommen soll, getestet werden, da Rückschlüsse falsch positive 
Ergebnisse suggerieren könnten (OUWEHAND u. VESTERLUND 2003).  
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In einigen In vivo Untersuchungen konnte die Kolonisationsfähigkeit von EcN bei 
unterschiedlichen Spezies bekräftigt werden. So beginnt die initiale Kolonisation bei sieben bis 
zwölf Wochen alten gnotobiotischen Ratten bereits sechs Stunden nach oraler Applikation und 
ist nach 48 Stunden abgeschlossen (LORENZ u. SCHULZE 1996). Negative Effekte konnten 
nicht bestätigt werden. Ebenso war ein Nachweis bei keimfrei aufgezogenen Ferkeln mit der 
Verabreichung von EcN im Alter von 7-10 Tagen bereits einen Tag später möglich und nach 3 
Tagen stabil (TALAFANTOVA et al. 1987). Letztendlich konnte auch die Ansiedlungsfähigkeit 
von EcN bei neugeborenen Menschen mittels Antiserum im Kot bereits am zweiten Tag bis hin 
zu sechs Monaten nachgewiesen werden (LODINOVAZADNIKOVA u. SONNENBORN 1997). 
Generell stellt sich die Frage, in welchem Alter eine EcN-Gabe sinnvoll erscheint. So zeigten 
Untersuchungen in den Fünfziger Jahren, dass der Stamm nach Applikation per os an 
erwachsene Menschen entweder gar nicht (SEARS u. BROWNLEE 1952) oder nur sehr selten 
gefunden werden konnte (SEARS et al. 1950). 
Des Weiteren ist nunmehr fraglich, ob eine natürliche Kolonisation ohne vorherigen Kontakt mit 
EcN im Gastrointestinaltrakt möglich ist (KLETA et al. 2006). 
 
2.4 Ziel der Studie 
Ziel der Studie war es, unter Feldbedingungen die Möglichkeit des Einsatzes von oral 
verabreichten E.coli Bakterien Stamm Nissle 1917 unter Berücksichtigung der Wirksamkeit und 
Verträglichkeit bei der Therapie von gastrointestinalen Störungen mit der Leitsymptomatik 
Diarrhöe bei Hunden zu untersuchen. Als Vergleich diente die Verabreichung von Placebo bei 
einer weiteren Gruppe gleichartig geeigneter Tiere.  
Als Hauptziel dieser Studie diente dabei die Untersuchung der Wirksamkeit der verabreichten 
Studienmedikation bei der Therapie von Durchfällen bei Hunden. Hauptzielkriterium stellte 
dabei die Anzahl der Tage mit veränderter Kotkonsistenz je Tier dar, die nach Verabreichung 
der Studienmedikation bestand. 
Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit lag darin, nachzuweisen, ob EcN in der Lage ist, den 
GIT des Hundes als Vertreter der Allesfresser zu überwinden, und ob es möglich ist, den 
probiotischen Stamm in den Fäzes vital wieder zu finden. 
Zusätzliche Ziele der erfolgten Untersuchungen waren, die jeweiligen Gruppen hinsichtlich der 
Verträglichkeit der Studienmedikation, dem allgemeinen Gesundheitszustand, Veränderung 
weiterer allgemein klinischer Parameter, der Kotbeschaffenheit und der gesamten Anzahl der 
Tage mit veränderter Kotkonsistenz zu vergleichen. Des Weiteren sollte der Einfluss von EcN 
auf fakultativ pathogene Bakterien, hier Clostridium perfringens, nachgeprüft werden. 
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3 Tiere, Material und Methoden 
3.1 Versuchsdesign 
Grundlage dieser Arbeit ist eine Pilotstudie. Diese stellt einen veterinärmedizinischen 
Tierversuch dar, welcher als Feldstudie unter allgemein klinisch geltenden Bedingungen 
durchgeführt wurde. Um eine Vergleichbarkeit der erhobenen Daten zu gewährleisten, erfolgte 
die Studie blind,  placebokontrolliert und im parallelen Gruppenvergleich (Verum und Placebo).  
 
3.1.1 Versuchsgenehmigung 
Die Pilotstudie wurde ordnungsgemäß bei den zuständigen Behörden (Tabelle II Anhang A) der 
einzelnen Zentren angezeigt und alle Untersuchungen erfolgten unter Berücksichtigung der 
geltenden tierschutzrechtlichen Bestimmungen gemäß §§ 8, 8a des Tierschutzgesetzes in der 
Fassung der Bekanntmachung vom 25. Mai 1998 (BGBI. I S. 1105, S. 1818). 
 
3.1.2 Patienten 
3.1.2.1 Allgemeine Daten 
Bei allen in die Studie aufgenommen Hunden wurden allgemeine Daten, wie Gewicht, Alter, 
Geschlecht und Rasse, erhoben. Die Vergleichbarkeit der Gruppen wurde anhand dieser 
gewonnen Daten bei den späteren Auswertungen überprüft.  
Um die vielfältigen unterschiedlichen Einflussfaktoren so gut als möglich auszuschließen und 
eine statistische Relevanz sowie die allgemeinen Anforderungen an Nachvollziehbarkeit und 
Vergleichbarkeit sicher zu stellen, orientierte sich der zugrunde liegende Versuchsaufbau an 
den Anforderungen der EG Leitlinien zur Prüfung der Wirksamkeit von Mikroorganismen bei 
den Tierkategorien Hund, Katze und Pferd (LAHRSSEN u. ZENTEK 2002). Demzufolge sollten 
je Gruppe (Placebo, Verum) mindestens 20 Tiere in die Studie aufgenommen werden.  
 
3.1.2.2 Haltung und Ernährung 
Da es sich bei der durchgeführten Studie um Untersuchungen unter Feldbedingungen handelt, 
wurden die Tiere unter individuell häuslicher Obhut gehalten. Eine Gleichschaltung der 
Haltungsbedingungen wurde nicht angestrebt. Die Ernährung der Patienten gestaltete sich bis 
zum Zeitpunkt der Studie individuell. Während der Studie sollten die Tiere unter möglichst 
gleichen Ernährungsbedingungen mit einer spezifischen gastrointestinal-wirksamen Diät stehen 
(Deklaration siehe Anhangstabelle XXXVI und Anhangstabelle XXXVII Anhang L).  
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3.1.3 Versuchsablauf 
Der Studienzeitraum erstreckte sich von September 2004 bis Oktober 2007. Es wurden 
insgesamt 8 Behandlungszentren (Anhangstabelle I Anhang A) in ganz Deutschland in die 
Studie einbezogen. Dabei wurde als Zentrum die kurative, niedergelassene Kleintierpraxis oder 
-klinik definiert. 
Die Studie unterteilte sich in einen Versuch A und einen Versuch B. Beide Versuche verliefen 
zeitlich parallel und nach demselben Prüfplan. Versuch A enthielt die eigenen Untersuchungen 
im Versuchszentrum Kleintierklinik Elversberg, Deutschland. In Versuch B wurden die 
Untersuchungen von den jeweils ortsansässigen Prüftierärzten der übrigen 
Behandlungszentren durchgeführt, wobei die Ergebnisse zur Komplettierung aber auch zum 
Vergleich der aus Versuch A gewonnen Daten dienen sollten.  
Die Eignung der Tiere zur Aufnahme in die Studie wurde anhand spezifischer Kriterien geprüft. 
Diese Kriterien sollten gewährleisten, dass die Ergebnisse nicht durch verfälschende Faktoren 
(z. B. extraintestinale Erkrankungen, infauste Prognose u. ä.) beeinflusst wurden. 
Jeder geeignete Patient wurde für einen Zeitraum von 18 Tagen in die Studie aufgenommen. 
Diese 18 Versuchstage unterteilten sich in eine dreitägige Behandlungs- und 
Beobachtungsphase und eine anschließende fünfzehntägige Beobachtungsphase. Insgesamt 
wurde jeder Patient dem jeweiligen Prüftierarzt während dieses Zeitraums dreimal zur 
klinischen Untersuchung und zur Gewinnung der Kot- und Blutproben für weitere Analysen 
vorgestellt und seine Eignung jeweils erneut kritisch überprüft (siehe Abbildung 3).  
 
 
 
Abbildung 3: Ablaufschema der klinischen Feldstudie 
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3.1.3.1 Kriterien zur Überprüfung der Eignung der Patienten zur 
Studienaufnahme 
Die Prüfung der Eignung der Patienten zur Aufnahme in die Studie erfolgte bei der 
Erstvorstellung im Rahmen der Aufnahmeuntersuchung und wurde anhand spezifischer 
Kriterien durchgeführt. Zunächst wurden die Patientenbesitzer über diverse allgemein 
anamnestische Daten, wie Kontaktdaten des Besitzers, Tiername, Rasse, Alter, Geschlecht, 
Köpermasse, Nutzungsart, Haltung und Ernährung des Patienten, befragt. Anschließend wurde 
eine eingehende klinische Anamnese zur vorliegenden Erkrankung mit der Symptomatik 
Durchfall (wie z. B. Beginn, Chronizität, gegebenenfalls begonnene Therapieversuche, andere 
Vorerkrankungen) erhoben.  
Daran schlossen sich eine allgemeine klinische Untersuchung des Patienten und die 
Gewinnung von Kot- und Blutproben für weitere Analysen an. Anhand der spezifischen 
Untersuchungen dieser Proben (Blutbild und blutchemische Untersuchung, parasitologische 
Kotuntersuchung) wurde letztlich die Eignung (Einschlusskriterien werden erfüllt, 
Ausschlusskriterien werden nicht erfüllt) des Hundes zur Aufnahme in die bzw. zum Verbleib in 
der Studie durch den Prüftierarzt im jeweiligen Untersuchungszentrum festgestellt.  
Einschlusskriterien 
Grundvoraussetzung zur Aufnahme in die Studie war, dass das Tier seit mindestens 2 Tagen 
eine veränderte Kotbeschaffenheit (siehe Abbildung 4) aufwies; die Kotkonsistenz war 
mindestens dickbreiig (2), dünnbreiig (3) oder wässrig (4). Die anfängliche Kotkonsistenz wurde 
anhand der aufgezeigten Unterscheidungskriterien ermittelt und anschließend der Besitzer über 
die zugrunde liegenden Eigenschaften der unterschiedlichen Konsistenzen mithilfe der 
Einteilungstabelle geschult.  
Des Weiteren sollte der Halter über eine hinreichende Kooperationsbereitschaft an der 
Teilnahme der Studie und dem damit verbundenen zeitlichen Mehraufwand verfügen. 
Grad 1 
normal, fest 
geformt 
Verschiedene harte 
Klumpen, wurstförmig 
     
Grad 2 dickbreiig 
geschmeidig und weich, 
weiche Klümpchen  
Grad 3 dünnbreiig 
breiiger Stuhl, kaum noch 
Struktur vorhanden  
Grad 4 wässrig 
wässriger Stuhl, keine festen 
Stücke 
flüssig 
 
Abbildung 4: Kotbogen zur Einteilung der Kotkonsistenzen nach optischer Beurteilung („Bristol 
Stool Form Scale“ nach LEWIS u. HEATON 1997) 
 43 
Ausschlusskriterien 
Auszuschließen galt es, 
  Hunde, die innerhalb der letzten 30 Tage oder gleichzeitig an einer anderen klinischen 
Prüfung teilgenommen hatten/haben. 
  Hunde, die innerhalb der letzten 3 Monate E. coli Stamm Nissle 1917 verabreicht 
bekamen. 
  Hunde, die innerhalb der letzten 3 Monate am Darm operiert wurden. 
  Tiere, die an schwerwiegenden Begleiterkrankungen des Herzens, der Leber oder der 
Nieren, an anatomisch-mechanischen Darmfunktionsstörungen oder einer akuten 
systemischen schweren Infektion litten. 
  Tiere, die zuvor oder parallel unzulässige Begleittherapien erhielten. Hierunter wurden 
die Einnahme von Antibiotika und/oder Sulfonamiden und andere, außer diätetischen 
Maßnahmen, zur Durchfallbehandlung verstanden. 
  Tiere, die einen plötzlichen Tod erlitten oder euthanasiert werden mussten. 
Der Prüfarzt selbst konnte aber auch solche Tiere, die nach seiner Einschätzung nicht geeignet 
waren (z. B. nicht kooperativer Halter, endgültige Prognose) nicht zur Studie zulassen. 
Tiere, die im Laufe der Studie erkrankten, ohne dass ein Zusammenhang zur 
Studienmedikation nachgewiesen werden konnte, wurden vom weiteren Studienverlauf nur 
dann ausgeschlossen, wenn der Gesamtzustand des Tieres stark beeinträchtigt war oder 
andere diagnostische und/oder therapeutische Maßnahmen notwendig wurden.  
Im Wesentlichen dienten die Ausschlusskriterien vor allem dazu, Tiere mit schwerwiegenden 
Erkrankungskomplexen präventiv aus der Studie auszuschließen. In Tabelle 9 ist eine Übersicht 
über die während der Studie wieder auszuschließenden oder ausgeschiedenen Patienten 
gegeben. 
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Tabelle 9: Übersicht ausgeschiedener bzw. von der Studie ausgeschlossener Patienten 
1)
 Ausschluss der Patienten erst nach Analyse der Daten 
 
3.1.3.2 Gruppeneinteilung 
Die Patienten wurden entsprechend eines zuvor entwickelten Schemas entweder der Placebo- 
oder der Verum-Behandlungsgruppe zugeordnet, um so einen gezielten Gruppenvergleich 
durchführen zu können. Die Einteilung der Patienten erfolgte in der Reihenfolge ihres 
Erscheinens im jeweiligen Prüfungszentrum, so dass eine Einflussnahme von Seiten des 
Versuch 
Behandlungs-
gruppe 
Patienten-
Nummer. 
Tag Grund des Ausscheidens 
A 
Verum 3 4 Leberkarzinom   Euthanasie 
Placebo 8 18 neu auftretendes Ausschlusskriterium 
Verum 9 4 auf Wunsch des Besitzers 
Verum 13 4 auf Wunsch des Besitzers (Urlaub) 
Placebo 14 4 auf Wunsch des Besitzers 
Verum 17 18 
keine Dokumentation über die gesamte 
Beobachtungsphase 
Verum 19 4 neu auftretendes Ausschlusskriterium 
Verum 25 18 Halter und Patient nicht erschienen 
B 
Verum 43 4 Halter und Patient nicht erschienen 
Verum 101 4 neu auftretendes Ausschlusskriterium 
Verum 137 11 Nierentumor   Euthanasie 
Verum 143 1) 
hgr. Veränderungen der hämatologischen 
und blutchemischen Analysen 
Placebo 146 4 neu auftretendes Ausschlusskriterium 
Verum 167 4 neu auftretendes Ausschlusskriterium 
Placebo 152 4 neu auftretendes Ausschlusskriterium 
Verum 155 1) 
hgr. Veränderungen der hämatologischen 
und blutchemischen Analysen 
Placebo 156 4 neu auftretendes Ausschlusskriterium 
Verum 157 4 neu auftretendes Ausschlusskriterium 
Placebo 160 4 neu auftretendes Ausschlusskriterium 
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Untersuchers ausgeschlossen wurde. Patienten mit einer geraden Versuchsreihennummer 
wurden der Placebo-Behandlungsgruppe und Patienten mit einer ungeraden der Verum-
Behandlungsgruppe zugeordnet. 
 
3.1.3.3 Aufnahmeuntersuchung, Kontrolluntersuchung und 
Abschlussuntersuchung  
Insgesamt wurde jeder Patient dem Prüftierarzt in den 18 Studientagen dreimal zur klinischen 
Untersuchung und Gewinnung der Kot- und Blutproben vorgestellt. Diese Konsultationen 
setzten sich aus der Aufnahmeuntersuchung zu Beginn der Studie, der Kontrolluntersuchung 
nach der dreitägigen Behandlungsphase (Tag 4 der Studie) und der Abschlussuntersuchung 
am Ende der fünfzehntägigen Beobachtungsphase (Tag 18 der Studie) zusammen.  
Wie unter Punkt 3.1.3.1 aufgezeigt, war es bei der Aufnahmeuntersuchung die Aufgabe des 
Prüftierarztes, die Eignung der Tiere zur Aufnahme in die Studie anhand der genannten 
Kriterien zu prüfen. Die ersten Proben (Blut und Kot) wurden für weitere Analysen gewonnen 
und der Besitzer ausreichend über das Design der Studie und das eingesetzte Prüfpräparat 
aufgeklärt. Sein Einverständnis wurde schriftlich festgehalten.  
Bei der Kontrolluntersuchung an Tag 4 der Studie wurde die weitere Eignung der Tiere für den 
Verbleib in der Studie erneut kritisch kontrolliert. Dies erfolgte durch eine wiederholte klinische 
Untersuchung des Patienten und die Untersuchung der nochmals gewonnenen Blutproben. 
Weiter wurden ebenfalls neue Kotproben für zusätzliche Analysen gewonnen.  
Tiere, die die Studie im Zeitplan komplett durchliefen, wurden 15 Tage nach Absetzen der 
Studienmedikation (Tag 18 der Studie) wieder aus dieser entlassen. Als Abschluss erfolgte die 
Abschlussuntersuchung, welche im Wesentlichen sowohl inhaltlich als auch im Ablauf der 
Kontrolluntersuchung entsprach, wenngleich auf die Blutentnahme und die Blutuntersuchung 
verzichtet wurde. 
Schieden Tiere vorzeitig aus der Studie aus, so entsprach die letzte Konsultation der 
Abschlussuntersuchung. 
 
3.1.3.4 Behandlungsphase 
Nach Feststellung der Eignung wurde dem Patienten unter ärztlicher Anweisung die erste Dosis 
der Prüfmedikation im Rahmen der Aufnahmeuntersuchung verabreicht. In der anschließenden 
dreitägigen Behandlungsphase wurde dem Patienten zweimal täglich die entsprechende 
Prüfmedikation (Placebo oder Verum) durch den Besitzer gegeben.  
Während der Behandlungsphase und teils der anschließenden Beobachtungsphase erhielten in 
Versuch A alle Tiere parallel zur Verabreichung der Studienmedikation bzw. des Placebos ein 
konventionelles medizinisches Diätfuttermittel (Hill´s i/d¸ Hill´s, Topeka, KS, USA) und wurden 
zuvor einer 24-stündigen Nahrungskarenz unterzogen (Deklaration Anhangstabelle XXXVI und 
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Anhangstabelle XXXVII Anhang L). In Versuch B wurden die Tiere nach den 
standortspezifischen Gegebenheiten adäquat mit gastrointestinal-wirksamen Diäten versorgt. 
Hier kamen überwiegend nicht konventionelle Diätfuttermittel wie Haferschleim und Reis mit 
Hühnchen zum Einsatz.  
 
3.1.3.5 Beobachtungsphase 
Nach der Behandlungsphase schloss sich eine fünfzehntägige Beobachtungsphase an. 
Während dieser Zeit wurden zweimal täglich der Gesundheitsstatus des Tieres, dessen 
Kotkonsistenz, der Kotabsatz und ggf. Beimengungen im Kot durch den Besitzer geprüft und 
schriftlich festgehalten. 
 
3.1.3.6 Dokumentation 
Der gesamte Studienzeitraum, beginnend mit der Aufnahmeuntersuchung, der 
Behandlungsphase, den Kontrolluntersuchungen und der Beobachtungsphase, wurde zum 
einen durch den Prüftierarzt, zum anderen durch den Besitzer selbst schriftlich dokumentiert. 
Dabei galt es, die allgemein anamnestischen Daten (siehe Punkt 3.1.3.1) und die gewonnenen 
klinischen Daten sowie die Ergebnisse der durchgeführten Kot- und Blutanalysen festzuhalten. 
Als Dokumentationshilfen dienten zum einen ein Prüfbogen, zum anderen ein Tagebuch (siehe 
Anhangsabbildung I und Anhangsabbildung II Anhang B). Letzteres wurde dem Besitzer bei der 
Aufnahmeuntersuchung ausreichend erklärt und ausgehändigt. 
Die Daten des Tagebuches waren nach Durchsicht während der jeweiligen 
Kontrolluntersuchung durch den zuständigen Tierarzt in den Prüfbogen zu übertragen.  
Das Tagebuch diente dem Besitzer in der Behandlungsphase neben der Dokumentation der 
Medikamentengabe auch zur Dokumentation der Akzeptanz der Medikation vonseiten des 
Patienten. Eine Beurteilung, inwiefern das Tier bei der oralen Gabe Abwehrreaktionen (z. B. 
Spucken) aufzeigte, erfolgte im Anschluss. Weiter wurden der Gesundheitsstatus sowie die 
Kotbeschaffenheit (Konsistenz, Beimengungen) und die Kotabsatzhäufigkeit durch den Halter 
sowohl in der Behandlungsphase als auch in der sich anschließenden Beobachtungsphase 
schriftlich festgehalten. Es mussten lediglich die im Tagebuch vorgesehenen Felder mit den 
dazu entsprechenden Ziffern ausgefüllt werden (Anhangsabbildung II Anhang B). Das 
Tagebuch war bei jeder Kontrolluntersuchung mitzuführen. 
Der Prüfbogen (Anhangsabbildung I Anhang B) umfasste die gesamte Dokumentation des 
Studienverlaufes. Er unterteilte sich in einen allgemeinen Teil, die Aufnahmeuntersuchung, die 
Kontrolluntersuchung sowie die Abschlussuntersuchung. Erfasst wurden sowohl alle allgemein 
anamnestischen als auch alle klinischen Daten und die gesamten Ergebnisse der 
unterschiedlichen Untersuchungen (Kotproben und Blutuntersuchungen). Diese mussten darin 
überprüft und gegengezeichnet werden. 
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3.1.4 Das Prüfpräparat 
Als Prüfpräparat wurde der probiotisch aktive Escherichia coli Stamm Nissle 1917 verwendet, 
der durch die PHARMA-ZENTRALE GmbH, Herdecke, Deutschland bereitgestellt wurde. Das 
Prüfpräparat lag als Suspension vor, die in sterilen vakuuminierten Einmalampullen mit einem 
Fassungsvermögen von 5ml gelagert wurde. Da es sich bei der verwendeten Substanz um 
lebende Bakterien handelte, erfolgten die Lagerung und der Transport bei 5-7°C. Die Ampullen 
wurden maximal 15 Minuten vor Gebrauch aus dem Kühlschrank entnommen.  
Im gesamten Versuchszeitraum wurden insgesamt 8 Chargen verwendet, wodurch eine 
Überlagerung des Prüfpräparates vermieden werden konnte (verwendete Chargen siehe 
Anhangstabelle III Anhang C). Allgemein wurde die Wirksamkeit des Prüfpräparates und die 
Präzision der Konzentration durch den Hersteller (PHARMA-ZENTRALE GmbH, Herdecke, 
Deutschland) garantiert. 
 
Qualitative und quantitative Zusammensetzung nach Herstellerangaben 
Die EcN-Konzentration in den Ampullen war einheitlich, lediglich die Anzahl der verabreichten 
Einzeldosen variierte je nach Gewicht des Tieres. Jede Ampulle enthielt 5ml der zu 
verabreichenden Prüfmedikation (Prüfmedikation als Gesamtbegriff für Verum und Placebo). 
Die Verum-Suspension (=Prüfpräparat) enthielt den probiotischen Wirkstoff Escherichia coli 
Stamm Nissle 1917 lebend (Laborbezeichnung SK22); dabei wies 1 ml Suspension eine 
Konzentration von 108 E. coli Bakterien Stamm Nissle 1917 auf. 
Weitere Bestandteile der Suspension dienten zur Pufferung: hierunter gereinigtes Wasser, 
NaCl, KCl, MgCl2, CaCl2 und MgSO4. Die Osmolalität betrug bei allen Suspensionen 308 
mosmol/l. 
Die Placebo-Suspension enthielt lediglich die Pufferbestandteile ohne Anteile der 
Bakterienstämme.  
 
Applikation 
Die Verabreichung des Prüfpräparates oder des Placebopräparates erfolgte in Versuch A 
räumlich getrennt, um die Übertragung der im Prüfpräparat enthaltenen Bakterien auf die 
Placebotiere zu vermeiden. In Versuch B erfolgte die Verabreichung nach den jeweiligen 
standortspezifischen Möglichkeiten. Unmittelbar vor der oralen Applikation wurde in beiden 
Versuchen die Suspension durchmischt, um die Bakterienstämme ordnungsgemäß zu 
resuspendieren. Danach wurde an einer Bruchstelle die Ampulle eröffnet und das Medikament 
zweimal täglich direkt in den geöffneten Fang des Hundes gegeben. 
Allen Patienten wurde über 3 Tage zweimal täglich eine zu ihrem Gewicht spezifische 
Einzeldosis der Prüfmedikation oral verabreicht (Tabelle 10). Die erste Applikation erfolgte 
bereits bei der Aufnahmeuntersuchung unter Anleitung und Aufsicht des Prüftierarztes.
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Tabelle 10: Dosierung der Prüfmedikationen 
Gewicht [kg] <10 10-25 >25 
Ampullen/Einzeldosis 1 2 3 
Ampullen/Tag 2 4 6 
Ampullen/Behandlungsphase 6 12 18 
EcN-Konzentration/Ampulle 5 x 108 KbE 10 x 108 KbE 15 x 108 KbE 
EcN-Konzentration/Tag 10 x 108 KbE 20 x 108 KbE 30 x 108 KbE 
EcN-
Konzentration/Behandlungsphase 
30 x 108 KbE 60 x 108 KbE 90 x 108 KbE 
 
 
3.2 Probengewinnung und Analysemethoden 
3.2.1 Materialien 
Die in den verschieden Untersuchungen verwendeten Materialien und Geräte sind detailliert in 
den Anhangstabelle IV, Anhangstabelle V und Anhangstabelle VI im Anhang D aufgeführt.  
 
3.2.2 Kotproben 
Im Allgemeinen dienten die Kotproben den parasitologischen, mikrobiologischen und 
molekulargenetischen Untersuchungen. Untersuchungen über Trockensubstanz (TS) 
unterblieben aufgrund der meist zu geringen Probenmenge. 
Innerhalb des Versuchzeitraumes wurden bei allen Tieren aus den Versuchen A und B 
Kotproben gewonnen. In Versuch A dienten diese Proben neben der anfänglich durchgeführten 
parasitologischen Untersuchung auch der mikrobiologischen Untersuchung zur Verifizierung 
pathogener Keime und ggf. zusätzlich aufkommender Ausschlusskriterien. Weiter nützten sie 
bei insgesamt 10 Tieren (6 Verum und 4 Placebotieren) zusätzlich zur PCR- Untersuchung zum 
Nachweis von E. coli Stamm Nissle 1917. In Versuch B wurde lediglich im Zentrum 6 
(Deersheim) eine anfänglich parasitologische Untersuchung und eine qualitative 
Nachweisanalyse von Salmonellen durchgeführt. Alle anderen Zentren verwendeten die 
Kotproben lediglich zur Überprüfung der Kotkonsistenz. 
Die Proben aus Versuch A wurden bis zu den jeweiligen Untersuchungen in den 
Laboreinrichtungen bei einer Temperatur von -18°C aufbewahrt. 
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3.2.2.1 Probenentnahme und Aufbewahrung 
Beginnend mit der Aufnahmeuntersuchung und im gesamten Versuchszeitraum wurden im 
Versuch A bei allen Hunden mindestens 3 Kotproben gewonnen. Die Probenentnahme erfolgte 
am Tag 1, bei der Kontrolluntersuchung (Tag 4) und am Tag der Abschlussuntersuchung (Tag 
18) des Studienzeitraumes (siehe Abbildung 3).  
Zusätzlich wurden bei 6 Verum-Patienten (Versuchstiernummer 29, 31, 33, 35, 37 und 39) und 
4 Placebo-Patienten (Versuchstiernummer 30, 32, 34 und 36) die Anzahl der Proben auf 
insgesamt 10 erweitert und über die genannten Tage hinaus auch an den Tagen 2, 3, 6 und 10 
Kotproben gesammelt (siehe Abbildung 5). Diese Mehrproben dienten dem Nachweis von EcN 
mittels der PCR-Untersuchung.  
Die Kotproben wurden zum Teil rektal bzw. vom frisch abgesetzten Kot genommen und in die 
dafür vorgesehenen mit Versuchstiernummer und Probennummer gekennzeichneten 
Kotröhrchen (LABOKLIN GmbH&Co.KG, Bad Kissingen, Deutschland) verbracht. 
Sogleich bei der Aufnahmeuntersuchung wurde eine parasitologische Untersuchung 
durchgeführt, um ein eventuell vorliegendes Ausschlusskriterium zu verifizieren. 
Für die speziellen Untersuchungen und Analysen (Mikrobiologie und PCR) wurde der Kot bei   
-18°C aufbewahrt und ohne Unterbrechung der Kühlkette zu den jeweiligen 
Untersuchungszentren (siehe Anhangstabelle XXXIII Anhang K) verbracht. 
In Versuch B wurde die mikrobiologische Untersuchung nicht durchgeführt und der Kot lediglich 
zur Beurteilung der Kotkonsistenz gewonnen. 
 
 
Abbildung 5: Mehrprobengewinnung von Kot bei 10 Hunden aus Versuch A im zeitlichen 
Verlauf  
 
3.2.2.2 Parasitologische Untersuchung der Fäzes 
In Versuch A wurde bei der Aufnahmeuntersuchung direkt nach Gewinnung der Kotprobe eine 
parasitologische Untersuchung durchgeführt. Die Untersuchung wurde auf der Grundlage des 
Flotationsverfahrens mithilfe des konventionell erhältlichen Fecalyzer® (EVSCO Pharma 
Ceuticals, Division of Vétoquinol USA, USA) und der dazu nötigen Flotationslösung 
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(Natriumnitratlösung, [31%]) durchgeführt. Die mikroskopische Auswertung erfolgte durch den 
jeweiligen Prüftierarzt. 
In Versuch B wurde im Zentrum 6 (Deersheim) die parasitologische Untersuchung ebenso mit 
dem Fecal-Analyse-System durchgeführt. In den anderen Zentren blieb diese Untersuchung 
zumeist gänzlich aus.  
 
3.2.2.3 Mikrobiologische Untersuchungen 
Eine mikrobiologische Kotuntersuchung erfolgte bei allen Patienten aus Versuch A im 
BIOCHECK Labor für Veterinärdiagnostik und Umwelthygiene GmbH, Leipzig/Holzhausen. 
Folgende Parameter wurden letztlich bei den mikrobiologischen Untersuchungen berücksichtigt: 
Die Untersuchung der restlichen im Prüfbogen aufgeführten Parameter wurde aufgrund zu 
geringer Probenmengen unterlassen. Die Kotproben aus Versuch B wurden bei den Analysen 
nicht verwendet. 
 
  Salmonellen (Anreicherung) 
  Clostridium perfringens (in KbE/g) 
 
Aufbereitung und mikrobiologische Untersuchung 
Der frisch abgesetzte Kot wurde sofort in sterile Kotröhrchen verbracht und bis zur späteren 
Untersuchung auf eine Temperatur von mindestens -18°C abgekühlt. Die Aufarbeitung zur 
mikrobiologischen Untersuchung erfolgte nach dem Auftauakt. 
Aufbereitung 
Es wurden 0,5 g Kot in einer sterilen Petrischale abgewogen und anschließend in ein mit 4,5 ml 
sterilen 1xPPS-Puffer gefülltes Reagenzröhrchen verbracht und vermischt, wodurch eine 
zehnfache Verdünnung entstand. Für weitere Verdünnungsschritte wurden je 500 µl aus der 
niedrigeren Verdünnungsstufe in ein mit  4,5 ml sterilem 1xPPS-Puffer beschicktes Röhrchen 
pipettiert und vermischt.  
Abhängig von der erwarteten Keimzahl wurden für die einzelnen Untersuchungen je 
keimspezifisch unterschiedliche Verdünnungen verwendet. 
 
Salmonellen 
Zur qualitativen Salmonellenanalyse wurden 0,2 ml der verdünnten Probe in eine eigens für 
Salmonellennachweis vorgesehne Nährbouillon gegeben und 24 Stunden bei 37°C unter 
aeroben Bedingungen bebrütet.  
 
 51 
Anaerobe Bakterien  
Cl. perfringens wurde unter anaeroben Kultivierungsbedingungen (Anaerobier Box) bei 37°C für 
3 Tage kultiviert. Die Clostridien wurden auf einem Neomycin/Polymyxin-Blutagar 
nachgewiesen. 
 
Anlegen und Auswertung der Selektivnährplatten 
Die Platten wurden in 6 gleich große Abschnitte unterteilt und mit den Ziffern 1-6 beschriftet. In 
jedes Feld wurden 10 µl der jeweiligen Verdünnung aufgetragen und mit je einem sterilen 
Glasstab verteilt. Anschließend wurden die Platten in den Brutschrank für die entsprechende 
Brutdauer verbracht. 
Nach Beenden der Brutdauer wurden die Platten aus dem Brutschrank herausgenommen und 
die gewachsenen Kolonien gezählt. Dabei erfolgte die Auszählung anhand der letzten 
Verdünnungsstufen, auf denen noch Kolonien wuchsen. Man bildete den Mittelwert und 
multiplizierte diesen mit 100. Im Ergebnis erhielt man die Anzahl der Keime pro Gramm Kot. 
 
3.2.2.4 Molekulargenetische Untersuchungen zum Nachweis von EcN 
Der spezifische Nachweis von EcN erfolgte in dem Feldversuch über molekulargenetische 
Methoden mittels PCR. Hierbei wurden von 6 Verum-Patienten und 4 Placebo-Patienten 
(Versuchstiernummern siehe Punkt 3.2.2.1) aus Versuch A jeweils 7 Kotproben (siehe 
Abbildung 5) gewonnen und auf die Anwesenheit von EcN untersucht.  
Diese Methodik war jedoch nicht geeignet die Über- und/oder Lebensfähigkeit von EcN 
nachzuweisen. Aus vorherigen Untersuchungen (ALBERS 2006) war bekannt, dass allerdings 
keine andere Möglichkeit unter geltenden Praxisbedingungen zur Untersuchung bestand.  
Eine Überlebensfähigkeit des eingesetzten probiotischen Stammes war nur nachzuweisen, 
wenn auch eine späte Etablierung möglich war. Frühere Untersuchungen ergaben eine 
Passagezeit der Ingesta bei der Tierart Hund im Mittel von 24 bis 36 Stunden (MEYER u. 
ZENTEK 2004). In Abbildung 6 ist die zu erwartende Ausschwemmungsphase von EcN auf 
Basis der durchschnittlichen Dauer der Nahrungspassage beim Hund aufgezeigt. Sollte nach 
dem angegebenen Zeitpunkt noch EcN mittels PCR nachgewiesen werden können, so wäre 
eine Überlebensfähigkeit von Escherichia coli Stamm Nissle 1917 erwiesen. 
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Abbildung 6: Erwartete Ausschwemmungszeit [h] von EcN auf der Grundlage der 
Passagezeiten der Ingesta bei Hunden 
3.2.2.4.1 DNA-Isolierung aus der Fäzes 
Die Aufarbeitung für die molekulargenetischen Untersuchungen der Fäzes von insgesamt 10 
Hunden erfolgte in dem Labor, das der Tierarztpraxis Böhland in Deersheim, Deutschland 
angegliedert ist (Tabelle VII Anhang E).  
Die bei -18°C aufbewahrten Kotproben wurden bei Zimmertemperatur aufgetaut und durch 
Umrühren mittels einer Einwegschlinge homogen durchmischt. Je 3 Ansätze mit jeweils 0,1 g 
Probenmaterial wurden in 2 ml Eppendorfgefäße verbracht und nach der Anleitung der Firma 
Quiagen®, Hilden, Deutschland bearbeitet.  
Probenaufreinigung 
Zur Lyse der Zellen wurden alle Proben mit je 700 µl Lysis-Puffer ASL® (Qiagen, Hilden, 
Deutschland) versetzt und unter Schütteln (Vortex) homogen durchmischt. Nach Inkubation bei 
95°C für 5 Minuten wurde die Probe erneut gevortext und 1 Minute bei 14000U/min 
zentrifugiert, um größere Zellbestandteile abzutrennen. Der Überstand (600µl) wurde in ein 
neues Reaktionsgefäß dekantiert. Diesem Überstand wurde eine halbe InhibitEX-Tablette® 
(Quiagen, Hilden) hinzugefügt und sofort für 1 Minute (bis zum völligen Auflösen der Tablette) 
geschüttelt (Vortex). Um eine Bindung der Inhibitoren der PCR an die Bestandteile der Tablette 
zu ermöglichen, wurden die Ansätze 1 Minute bei Raumtemperatur inkubiert. Die nun an den 
Bestandteilen der Tablette hängenden Inhibitoren wurden bei 14000U/min für 3 Minuten 
abzentrifugiert. Der entstandene Überstand wurde in ein neues Reaktionsgefäß verbracht. 
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DNA-Aufarbeitung 
Dem Isolat aus der Probenaufreinigung wurde mit 20 µl Proteinkinase K (Quiagen, Hilden, 
Deutschland) versetzt. Diese Suspension wurde für 1 Stunde bei 55°C unter Schütteln inkubiert. 
Anschließend wurden 200 µl AL®-Puffer (Quiagen, Hilden, Deutschland) zugegeben und die 
Suspension sofort gevortext. Wieder erfolgte eine Inkubation lediglich bei 70°C für 10 Minuten. 
Nach der Inkubation wurden der Suspension 200µl Ethanol (99,9%.) zugegeben und gut 
durchmischt. Diese Mischung wurde in eine DNeasy-Minisäule (Quiagen, Hilden, Deutschland) 
pipettiert, die auf einem 2 ml Sammelröhrchen saß. Die Säule wurde vorsichtig geschlossen 
und bei 12000U/min für 1 Minute und 30 Sekunden zentrifugiert. Das Filtrat wurde verworfen. 
Die Säule setzte man auf ein neues Sammelröhrchen und 500 µl AW1®-Puffer (Quiagen, 
Hilden, Deutschland) wurden hinzugefügt und anschließend wieder bei 12000U/min für 1 
Minute und 30 Sekunden zentrifugiert. Das Filtrat wurde wieder verworfen und die DNeasy-
Minisäule (Quiagen, Hilden, Deutschland) auf ein neues Sammleröhrchen gesetzt. Nun wurden 
500 µl AW2®-Puffer (Quiagen, Hilden, Deutschland) einpipettiert und anschließend bei 
14000U/min für 3 Minuten zentrifugiert. Das Filtrat konnte wieder verworfen werden. Als letzten 
Schritt gab man 100 µl AE-Puffer zu, inkubierte dies für 1 Minute bei Raumtemperatur und 
zentrifugierte 1Minute bei 9000U/min. Das erhaltene Eluat enthielt die DNA, die für die PCR 
eingesetzt werden konnte. Diese Eluate sind bei -20°C für ca. 3 Monate haltbar. 
 
3.2.2.4.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
Die Polymerase-Ketten-Reaktion (Polymerase Chain Reaction) ermöglicht die gezielte in vitro 
Amplifikation spezifischer DNA-Sequenzen bis zu einer maximalen Größe von 12 kb. Die 
Vervielfältigung doppelsträngiger DNA erfolgt dabei exponentiell. Ein einzelner PCR-Zyklus 
besteht jeweils aus drei Reaktionsschritten. Die zu Beginn der Reaktion eingesetzte DNA wird 
zunächst durch Erhitzung auf 95°C denaturiert. Dies führt zu einer Auftrennung der 
Doppelstrang-DNA in Einzelstränge. Durch eine daran anschließende Abkühlung auf 50-60°C 
(je nach Basenzusammensetzung und Größe der verwendeten Primer) können sich während 
des so genannten Annealings die einzelsträngigen Oligonukleotide spezifisch an die 
komplementären Abschnitte der Template-DNA anlagern. So wird eine Basenpaarung möglich 
und es entsteht ein kurzer Doppelstrangabschnitt. Primer sind zu einem Teil des gesuchten 
DNA-Abschnittes komplementär und werden spezifisch erstellt, um die zu suchende DNA zu 
flankieren. Es werden jeweils 2 spezifische Primer benötigt, die das zu amplifizierende 
Fragment eingrenzen. Ebenso sind sie zu je einem der Matrizenstränge komplementär. Der 
entstandene Doppelstrangabschnitt dient der Taq-Polymerase als Startpunkt. Bei diesem 
Enzym handelt es sich um eine DNA-abhängige DNA-Polymerase. Sie wurde aus dem 
thermophilen Mikroorganismus Thermus aquaticus isoliert und zeigt eine außerordentliche 
Thermostabilität. Die Taq-Polymerase verlängert während der Elongation die Primer in 
Gegenwart von Desoxyribonukleotiden komplementär in 5`-3`-Richtung zur Matrize, so dass 
jeweils neue Doppelstränge entstehen. Die Neusynthese erfolgt bei einer für die verwendete 
Polymerase optimalen Temperatur. Nach dem Elongationsschritt beginnt ein neuer Zyklus, der 
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sich wieder aus den drei Arbeitschritten Denaturierung, Annealing und Elongation 
zusammensetzt. Die Thermostabilität der Polymerase ist der Grund dafür, dass nicht nach 
jedem Denaturierungsschritt DNA-Polymerase neu hinzugefügt werden muss. Somit können zur 
exponentiellen Amplifikation durchschnittlich 30 Zyklen direkt hintereinander ablaufen. Die 
Spezifität der PCR liegt in der Reaktion der Primer mit einem definierten Abschnitt der 
nachzuweisenden und zu vervielfältigenden DNA begründet. 
 
Spezifische Durchführung 
Der für den Nachweis der EcN-spezifischen DNA verwendete PCR-Ansatz wird als Muta-PCR 
(abgeleitet von Mutaflor®) bezeichnet und die Primer entsprechend als Muta-Primer. In der 
Untersuchung wurden die Pimerpaare Muta 5/6, Muta 7/8 und Muta 9/10 verwendet (Tabelle 
11). 
Tabelle 11: EcN-spezifische Primer 
Primerpaare Primersequenz Amplifikatgröße 
Muta 5 
Muta 6 
5`-AAC TGT GAA GCG ATG AAC CC-3´ 
5`-GGA CTG TTC AGA GAG CTA TC-3´ 
361 kbB 
Muta 7 
Muta 8 
5´-GAC CAA GCG ATA ACC GGA TG-3´ 
5´-GTG AGA TGA TGG CCA CGA TT-3´ 
427 kbB 
Muta 9 
Muta 10  
5´-GCG AGG TAA CCT CGA ACA TG-3´ 
5´-CGG CGT ATC GAT AAT TCA CG-3´ 
313 kbB 
 
Es wurde ein Mastermix-Ansatz (siehe Tabelle 12) mit dem Eppendorf-Enhancer-System® 
(Eppendorf, Hamburg) für 10 Ansätze hergestellt. Dieser liefert den Taq-Master®, den Taq-
Puffer® und die Taq-Polymerase®. Zusätzlich wurden noch die jeweiligen Primer und dNTP´s, 
sowie Aqua bidest. zum Ansatz hinzugefügt. Diese Reagenzien galt es im Kühlschrank 
aufzutauen, lediglich Taq-Polymerase® musste bis zum Gebrauch im Gefrierschrank verbleiben 
und wurde erst kurz zuvor herausgenommen. 
Von diesem Mastermix-Ansatz wurden je 23µl in die in die PCR- Reaktionsplatte eingelassenen 
Röhrchen verteilt und mit 2 µl der DNA-Aufarbeitung versetzt. Je nach eingesetzter DNA-Menge 
variiert die Menge an Aqua bidest., die übrigen Anteile bleiben gleich. Die Platte wurde mit Folie 
verklebt und anschließend auf die Plattform des Cyclers gestellt. 
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Tabelle 12: Mastermix-Ansatz der EcN-spezifischen PCR 
Ansatz 
Bestandteil 
10x 
5x Taq-Master 
(bei 60°C lösen) 50 µl 
10x Taq-Puffer 25 µl 
dNTP´s, 2,5mM 20 µl 
Primer 5 5 µl 
Primer 6 5 µl 
Primer 7 5 µl 
Primer 8 5 µl 
Primer 9 5 µl 
Primer 10 5 µl 
Aqua dest. 100 µl 
Taq-Polymerase 5 µl 
 
Die Amplifikation der PCR-Ansätze erfolgte im Mastercycler (Tabelle 12). Das Programm wurde 
mit insgesamt 4 Zyklen (Tabelle 13) gefahren. Dabei wurde der 1. Denaturierungsschritt nur zu 
Beginn und nur einmal gefahren, die übrigen Schritte entsprechen dem Zyklus einer PCR. Der 
Mastercycler lief 1 Stunde und 37 Minuten und 20 Sekunden je Untersuchung. 
Tabelle 13: Ablauf der PCR im Mastercyler 
Reaktionsschritt Temperatur (°C) Zeitintervall 
Denaturierung 96 1 x 3 min 
Denaturierung 95 30 x 45 sec 
Annealing 60 30 x 45 sec 
Extension 72 30 x 45 sec 
 
 
3.2.2.4.3 Gelelektrophorese 
Es wurde ein 2 %-iges Elektrophorese-Gel nach Herstellerangaben (Agarose High Resolution, 
Roth, Deutschland) angerührt (1,6 g Agarose und 80 ml TAE-Puffer) und nach oben erläutertem 
Verfahren behandelt. Die verwendete Menge von Ethidiumbromid betrug dabei 4 µl. 
Anschließend wurde das noch flüssige Gel in eine dafür vorgesehene Schale dekantiert. Nach 
Trocknung des Gels (nach ca. 30 Minuten) wurde dieses in die Elektrophoresekammer 
eingesetzt und der Kamm aus dem Gel entfernt. In die PCR-Platte wurden in jede Pore 5 µl 
BPB pipettiert. Anschließend wurde in die erste Kammer Standardgrößenmarker (15 µl) 
eingefüllt. In die weiteren Kammern wurden je 15 µl der verschieden PCR-Versuchsansätze 
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eingefüllt. Bei jedem Durchgang wurde sowohl eine Positiv-Kontrolle als auch eine Negativ-
Kontrolle parallel laufen gelassen. 
Die Elektrophorese wurde bei diesen Versuchen bei 90 V für 50 Minuten durchgeführt. Das 
entstandene Produkt wurde unter UV-Licht fotografiert. Ein positiver EcN-Nachweis erfolgte nur, 
wenn die spezifischen Banden bei 313 bp, 361 bp und 427 bp zu sehen waren. 
 
3.2.3 Blutproben 
Sowohl bei der Aufnahmeuntersuchung als auch bei der Kontrolluntersuchung am Tag 4 des 
Studienverlaufes wurden in Versuch A und B jeweils Blutproben gewonnen und analysiert. Alle 
verwendeten Laboreinrichtungen und Analysegeräte verfügten über entsprechende 
Ringversuchszertifikate und Akkreditierungen (Abbildung III Anhang F). Einzelheiten der 
einzelnen Zentren ist dem Anhang E zu entnehmen. 
Die Blutproben dienten der klinischen Beurteilung des Gesundheitszustandes des Patienten 
und der objektiven Einschätzung der Eignung zur Aufnahme in die Studie. 
Anhand ihrer möglichen Veränderungen bei der Kontrolluntersuchung im Vergleich zu den 
Ergebnissen der Aufnahmeuntersuchung war es möglich, neu auftretende Ausschlusskriterien 
objektiv zu bewerten. Des Weiteren dienten diese Ergebnisse zur Unterstützung in der 
Beurteilung der Sicherheit von EcN als Arzneimittel. 
 
3.2.3.1 Entnahme und Behandlung der Proben 
Es wurden insgesamt ca. drei bis vier ml Blut aus der Vena cephalica der Vordergliedmaße 
oder aus der Vena saphena der Hintergliedmaße unter allgemein klinisch geltenden Regeln 
entnommen. Die Proben wurden direkt in einem EDTA-Röhrchen (LABOKLIN GmbH&Co.KG, 
Bad Kissingen, Deutschland) bzw. Li-Heparin-Röhrchen (LABOKLIN GmbH&Co.KG, Bad 
Kissingen, Deutschland) aufgefangen und zur weiteren Untersuchung aufbereitet. 
 
3.2.3.2 Untersuchungsparameter 
Die hämatologische Untersuchung erfolgte in Versuch A direkt vor Ort unter Einsatz des 
Gerätes scil Vet ABC (scil animal care company GmbH, Viersheim, Deutschland). In Versuch B 
fand die Untersuchung in unterschiedlichen Veterinärmedizinischen Untersuchungszentren 
statt. Eine Auflistung der Untersuchungszentren befindet sich in der Anhangstabelle VII im 
Anhang E. 
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Folgende spezifische Parameter wurden bei der Untersuchung berücksichtigt: 
  Erythrozyten 
  Hämoglobin 
  Hämatokrit 
  Thrombozyten 
  Leukozyten 
  Granulozyten 
  Monozyten  
  Lymphozyten 
 
Die Referenzbereiche sind der Anhangstabelle VIII aus Anhang E zu entnehmen. Sie beziehen 
sich auf die Angaben klinisch allgemeingültiger Standardwerke (Kraft/Dürr „Klinische 
Labordiagnostik in der Tiermedizin“, 6. überarbeitete und erweiterte Auflage). 
Die Li-Heparin-Röhrchen (LABOKLIN GmbH&Co.KG, Bad Kissingen, Deutschland) wurden zur 
Gewinnung von Plasma bei 5000-6000U/min für zwei Minuten zentrifugiert. Das auf diese 
Weise gewonnene Plasma wurde auf folgende Enzymparameter in Versuch A mithilfe des 
IDEXX VetTest® Trockenchemie Analysegerätes (IDEXX, Ludwigsburg, Deutschland) 
untersucht:  
  Leberparameter:  Alanin-AminoTransferasse (ALT), Aspartat-Amino-Transferase  
(AST), Gamma-Glutamyl-Transferase (GGT), Bilirubin (TBIL) 
  Blutproteingehalt:  Totalprotein (TP), Albumin (Alb),  
  Nierenparameter:  Harnstoff (BUN), Kreatinin (CREA) 
  Blutzucker (GLU) 
Die Referenzbereiche der jeweiligen Enzyme und blutchemischen Parameter sind ebenso in 
der Anhangstabelle VIII in Anhang E aufgestellt. Es wurden gleichfalls die Referenzbereiche 
aus Kraft/Dürr „Klinische Labordiagnostik in der Tiermedizin“, 6. Auflage, herangezogen. 
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3.3 Methoden der Auswertung 
Bei der Auswertung der Daten wurden nur die Ergebnisse derjenigen Probanden berücksichtigt, 
die prüfplankonform die Studie durchlaufen hatten. 
Neben der deskriptiven Darstellung der Ergebnisse erfolgte deren varianzanalytische 
Auswertung. Zur biostatistischen Datenauswertung wurde das Software-Programm SAS 
(Version 9.1.3 unter Windows XP, SAS Institute GmbH, Heidelberg) benutzt. Zur Erhebung der 
p-Werte wurden der Kruskal-Wallis Test und Log-Rang Test verwendet. Die 
Mittelwertsberechnung inklusive der Standardabweichungen zur Grundgesamtheit wurde 
mithilfe des Software- Programm Microsoft Office Excel (Version 2003, Microsoft®, Redmond, 
USA) durchgeführt. 
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4 Ergebnisse 
Im folgenden Abschnitt sind die Ergebnisse der Versuche A und B aus der vorliegenden Arbeit 
im Gesamten und im Vergleich dargestellt. Sie werden unterteilt in die Bereiche 
Studienpopulation, allgemein klinische und verdauungsphysiologische Parameter sowie 
mikrobiologische, hämatologische und blutchemische Untersuchungen. Darüber hinaus werden 
die Ergebnisse der Kotuntersuchungen zum Nachweis von Escherichia coli Stamm Nissle 1917 
gezeigt, die bei einem Teil der Tiere aus Versuch A gewonnen wurden.  
Die Ergebnisse repräsentieren die Auswertung der Daten der Tiere aus Versuch A und B, die 
die Studie prüfplankonform durchlaufen haben. Alle Tiere, die von der Auswertung 
ausgenommen wurden, sind in Tabelle 9 mit dem Grund des Ausscheidens aufgelistet.  
 
4.1 Studienpopulation 
In der Studie wurden 68 Tiere, die die Studie prüfplankonform durchliefen, ausgewertet. 
Versuch A repräsentiert dabei 30 Patienten. Davon vertreten 14 Tiere die Verum-
Behandlungsgruppe und 16 Tiere die Placebo-Behandlungsgruppe. Versuch B umfasste in den 
Auswertungen eine Anzahl von insgesamt 38 Patienten. Dabei enthielt die Verum-
Behandlungsgruppe 20 und die Placebo-Behandlungsgruppe 18 Hunde.  
Tabelle 14 gibt eine Übersicht über die jeweilige Anzahl der Patienten in den entsprechenden 
Behandlungsgruppen der Versuche A und B.  
 
Tabelle 14: Verteilung der prüfplankonformen Studienpopulation aus Versuch A und B und 
ihre Zugehörigkeit zu den jeweiligen Behandlungsgruppen  
 
Beide Behandlungsgruppen wurden innerhalb der und zwischen den Versuchen A und B 
hinsichtlich einiger Parameter wie Körpermasse, Alter, Geschlecht und Rasse einander 
gegenübergestellt. Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle 15 dargelegt.  
Behandlungsgruppe Versuch A Versuch B Versuch A und B 
Verum 14 20 34 
Placebo 16 18 34 
Verum und Placebo 30 38 68 
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Tabelle 15: Charakterisierung der prüfplankonformen Patienten aus den Versuchen A und B 
hinsichtlich Geschlecht, Rassenzugehörigkeit, Alter und Körpermasse 
In Anhangstabelle XIX und Anhangstabelle XX in Anhang G sind alle diesbezüglich erhobenen 
Daten jedes einzelnen Patienten aus Versuch A und B aufgeführt.  
 
4.1.1 Anzahl aufgenommener Tiere 
Die Anzahl der zu Beginn der Studie aufgenommenen Tiere belief sich in Versuch A auf 
insgesamt 38 Patienten. Davon wurden 20 Tiere der Verum-Gruppe und 18 Tiere der Placebo-
Gruppe alternierend zugeordnet. Versuch B umfasste eine Anzahl von insgesamt 49 
aufgenommenen Patienten. Dabei enthielt die Verum-Gruppe 27 und die Placebo-Gruppe 22 
Hunde.  
Abbildung 7 gibt einen Überblick über die Verteilung der Patienten in den Versuchen A und B 
und ihre jeweilige Zugehörigkeit im Hinblick ihrer Behandlung.  
Versuch A B 
Behandlungsgruppe Verum Placebo Verum Placebo 
Geschlecht männlich [n] 
[%] 
8 
11,8 
7 
10,3 
12 
17,7 
8 
11,8 
weiblich [n] 
[%] 
6 
8,8 
9 
13,2 
8 
11,8 
10 
14,7 
Rasse rein-
rassig 
[n] 
[%] 
9 
13,2 
12 
17,7 
10 
14,7 
9 
13,2 
Mischling [n] 
[%] 
5 
7,4 
4 
5,9 
10 
14,7 
9 
13,2 
durchschnittliches Alter [a] 3,2 ± 3,3 4,2 ± 3,5 6,3 ± 4,2 4,3 ± 3,5 
durchschnittliche 
Körpermasse 
[kg] 23,6 ± 9,6 27,8 ± 18,3 21,1 ± 11,2 20,6 ± 11,2 
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Abbildung 7: Studienpopulation: Anzahl aller aufgenommen Tiere in Versuch A und Versuch B 
Die Verteilung der Patienten auf die einzelnen Zentren wird in Abbildung 8 aufgezeigt. Die 
Zentren 1 und 6 repräsentieren die zwei größten Populationen. Die Zentren 3 und 5 mit jeweils 
nur einem Patienten verkörpern dahingegen die kleinsten Populationen. 
 
Abbildung 8: Anzahl aufgenommener Patienten in den einzelnen Zentren 
Die Verteilung der Patienten auf die einzelnen Zentren nach Ausschluss nicht 
prüfplankonformer Patienten wird in Abbildung 9 aufgezeigt. Durch das Ausscheiden der 
Patienten konnte kein Patient aus Zentrum 5 in den Auswertungen berücksichtigt werden. Das 
Größenverhältnis der anderen Zentren verschob sich nur geringfügig. 
 
Abbildung 9: Anzahl der prüfplankonformen Patienten in den einzelnen Studienzentren  
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4.1.2 Geschlechtsverteilung  
Insgesamt durchliefen 33 weibliche und 35 männliche Hunde die Studie prüfplankonform und 
flossen in die Auswertung ein. In Versuch A war das Geschlechterverhältnis ausgewogen. Die 
Daten von 15 männlichen und 15 weiblichen Tiere waren auswertbar. In Versuch B war der 
Anteil der Rüden mit 55,0 % und 20 Tieren etwas größer als der der Hündinnen mit 18 Tieren. 
Aus Tabelle 14 ist zu entnehmen, dass der Kastrationsanteil relativ gering ist. Insgesamt waren 
14 der 68 Patienten kastriert, hiervon 8 Rüden und 6 Hündinnen. Dabei erfasste die Placebo-
Behandlungsgruppe anteilig mehr kastrierte Tiere (9 von14) als die Verum-Behandlungsgruppe 
(5 von 14). Abbildung 10 b) zeigt die Verteilung der kastrierten Tiere in den jeweiligen 
Behandlungsgruppen beider Versuche. 
Abbildung 10 a) zeigt die Geschlechtsverteilung in den Behandlungsgruppen der Versuche A 
und B. Insgesamt wurden in beiden Versuchen 20 Rüden und 14 Hündinnen mit Verum 
behandelt. Die Verteilung in der Placebo- Behandlungsgruppe belief sich auf 15 zu 19 Tiere. 
 
a)
b)
Abbildung 10: Geschlechtsverteilung auf die Behandlungsgruppen in Versuch A und B,  
a) Gesamtverteilung ohne Rücksicht auf Kastrationsstatus  
b) Gesamtverteilung unter Berücksichtigung des Kastrationsstatus 
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4.1.3 Durchschnittsalter bei Aufnahme 
Das mittlere Alter aller Patienten, die als Prüfmedikation E. coli Stamm Nissle 1917 (EcN) 
erhielten, betrug 5,0 ± 4,1 Jahre. Die Tiere der Placebogruppe waren im Durchschnitt 4,3 ± 3,5 
Jahre alt (Abbildung 11). 
 
Abbildung 11: Durchschnittsalter aller Patienten unter Berücksichtigung ihrer Verteilung auf die 
entsprechenden Behandlungsgruppen  
In Versuch A belief sich das Durchschnittsalter aller Patienten, die EcN als Prüfmedikation 
erhielten auf 3,2 ± 3,3 Jahre, in Versuch B auf 6,3 ± 4,2 Jahre (Tabelle 15). Das 
durchschnittliche Alter der Tiere, die Placebo als Prüfmedikation erhielten, war bei den Hunden 
aus Versuch A 4,2 ± 3,5 Jahre, bei denen aus Versuch B 4,3 ± 3,5 Jahre.  
 
4.1.4 Allgemeinzustand bei Aufnahme 
Der Allgemeinzustand wurde im Rahmen der klinischen Untersuchungen festgestellt. Bei der 
Aufnahmeuntersuchung wiesen insgesamt 26,5 % (18/68) der prüfplankonformen Tiere einen 
sehr guten, 57,4 % (39/68) einen guten, 14,7 %  (10/68) einen befriedigenden und 1,5 % (1/68) 
einen schlechten Allgemeinzustand auf. Die Verteilung auf die Versuche A und B war dabei 
folgendermaßen: 33,3 % (10/30) der Patienten in Versuch A  und 21,1 % (8/38) der Hunde in 
Versuch B wiesen einen sehr guten Allgemeinzustand auf. Einen guten Allgemeinzustand 
hatten in Versuch A 55,3 % (16/30), wohingegen in Versuch B sogar 63,2 % (24/38) einen 
solchen besaßen. Ein befriedigendes Ergebnis zeigten in Versuch A 23,3 % (7/30) der 
Patienten, in Versuch B 7,9 % (3/38). Von einem schlechten Allgemeinbefinden war kein Patient 
in Versuch A und 2,6 % (1/38) der Hunde in Versuch B betroffen. Tabelle 16 zeigt eine 
Darstellung der prozentualen Verteilung und die entsprechend zugehörige Patientenanzahl.  
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Tabelle 16: Allgemeinzustände der Patienten aus Versuch A und B in Bezug auf die 
entsprechende Behandlungsgruppe 
 
4.1.5 Körpermasse bei der Aufnahmeuntersuchung 
Zu Beginn der Studie wurde bei jedem Patienten das Gewicht gemessen. Im Versuch A betrug 
die mittlere Körpermasse aller Patienten 25,9 ± 15,0 kg. Der Patient mit der geringsten 
Körpermasse wog 2,4 kg, der Patient mit der höchsten Körpermasse wog 74,0 kg. Auf die 
einzelnen Behandlungsgruppen verteilt, ergeben sich mittlere Körpergewichte von 23,6 ± 9,6 kg 
in der Verum- und 27,8 ± 18,3 kg in der Placebo-Behandlungsgruppe.  
In Versuch B zeigten alle Patienten ein Gewicht von durchschnittlich 20,9 ± 11,2 kg, davon 
wogen die Patienten, die EcN als Prüfmedikation erhielten, im Mittel 21,1 ± 11,2 kg, diejenigen, 
die das Placebopräparat erhielten, 20,6 ± 11,2 kg. In diesem Versuch besaß das leichteste Tier 
eine Körpermasse von 3,5 kg, das schwerste Tier wog dahingegen 50,0 kg.  
Abbildung 12 zeigt die mittleren Körpermassen aller Patienten hinsichtlich der jeweiligen 
Behandlungsgruppen. Die Köpergewichte der einzelnen Patienten können der Anhangstabelle 
XIX, der Anhangstabelle XX und der Anhangstabelle XXXI entnommen werden.  
 
 
Abbildung 12: Körpermassenverteilung aller Patienten zu Beginn der Studie unter Berück-
sichtigung ihrer Behandlungsgruppenzugehörigkeit 
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4.1.6 Rassenverteilung innerhalb der Auswertungsgruppen bei Aufnahme 
Insgesamt wurden 40 Rassehunde und 28 Mischlinge in den Versuchen A und B ausgewertet. 
Von allen Tieren in Versuch A waren 70,0 % (21/30) reinrassig. In Versuch B belief sich der 
Anteil an Rassehunden auf 50,0 % (19/38).  
Einzelne Rassen und ihre Verteilung in den Versuchen bzw. Zentren sind in Anhang G in der 
Anhangstabelle XIX und Anhangstabelle XX aufgeführt. Die folgende Abbildung 13 zeigt die 
Verteilung aller Tiere, auf Rasse- bzw. Mischlingshunde bezüglich der Behandlungsgruppen.  
 
 
Abbildung 13: Verteilung der Rasse- und Mischlingshunde zu Beginn der Studie auf die 
jeweiligen Behandlungsgruppen  
4.1.7 Kotkonsistenz und Beimengungen 
Die Ausprägung der bestehenden Diarrhöe der eingeschlossenen und prüfplankonformen Tiere 
wurde anhand der Kotkonsistenz zu Studienbeginn beurteilt. Die Bewertung der 
Fäzeskonsistenz wurde anhand des in Abbildung 4 gezeigten Scores durchgeführt und 
dokumentiert.  
Bei Aufnahme in die Studie wiesen alle Patienten, die im Folgenden EcN als Prüfmedikation 
erhielten, eine Kotkonsistenz von im Mittel 2,9 ± 0,7 und diejenigen der Vergleichsgruppe 3,0 ± 
0,9 auf (Abbildung 14).  
 
Abbildung 14: Durchschnittliche Kotkonsistenz bei Studienbeginn in Bezug auf die 
Behandlungsgruppen Verum und Placebo  
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In Versuch A setzten von allen Hunden 10 % (3/30) dickbreiigen Kot, 40 % (12/30) dünnbreiigen 
und 50,0 % (15/30) wässrigen Kot ab. In Versuch B lag die Verteilung bei 44,7 % (17/38), 
37,5 % (15/38) und 15,0 % (6/38). Eine Übersicht der Verteilung auf die einzelnen 
Behandlungsgruppen wird in Tabelle 17 gegeben. 
Tabelle 17: Verteilung der Kotkonsistenzen zu Beginn der Studie in Bezug auf die 
entsprechende Behandlungsgruppe 
 
Darüber hinaus wurde der Kot hinsichtlich verschiedener Beimengungen wie Blut, Schleim oder 
unverdaute Bestandteile beurteilt. In beiden Versuchen wurden bei 34 der 68 
prüfplankonformen Hunde Beimengungen festgestellt. Der Anteil der Patienten, die frisches Blut 
in ihrer Fäzes enthielten, lag bei 20,6 % (7/34). Schleim zeigten insgesamt 70,6 % (24/34) und 
letztlich 5,9 % (1/34) der Tiere hatten unverdaute Bestandteile in den Fäzes. Ergebnisse der 
einzelnen Patienten sind den Anhangstabelle XXV, Anhangstabelle XXVI, Anhangstabelle 
XXVII und Anhangstabelle XXVIII aus Anhang I zu entnehmen.  
 
4.2 Veränderung allgemein klinischer Parameter im Verlauf der Studie 
Im gesamten Studienzeitraum wurden bei der täglichen Kontrolle und schriftlichen 
Dokumentation seitens des Besitzers und der dreimaligen Überprüfung im Rahmen der 
Aufnahme-, Kontroll- und Abschlussuntersuchung durch den Prüftierarzt die allgemein 
klinischen Parameter und ihre Veränderung dokumentiert.  
 
4.2.1 Allgemeinzustand 
Die bei der Aufnahmeuntersuchung festgestellten Allgemeinzustände sind unter Punkt 4.1.4 in 
der Tabelle 16 aufgeführt. 
Abbildung 15 veranschaulicht die Verteilung der unterschiedlichen Allgemeinzustände auf die 
einzelnen Versuche und jeweiligen Behandlungsgruppen. Detaillierte Angaben dieser Patienten 
sind der Anhangstabelle XXI, Anhangstabelle XXII, Anhangstabelle XXIII und Anhangstabelle 
XXIV im Anhang H zu entnehmen. 
Kotkonsistenz dickbreiig dünnbreiig wässrig 
Versuch 
Behandlungs
-gruppe 
[n] / [%] [n] / [%] [n] / [%] 
A  
Verum  2 / 14,3 6 / 42,9 6 / 42,9 
Placebo  1 / 6,3 6 / 37,5 9 / 56,3 
B  
Verum  9 / 45,0 6 / 30,0 5 / 25,0 
Placebo  8 / 44,4 9 / 50,0 1 / 5,6 
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a)
b)
Abbildung 15: Durchschnittliche Allgemeinzustände unter Berücksichtigung Behandlungs-
gruppenzugehörigkeit 
a) Versuch A     
 b) Versuch B 
Insgesamt wiesen bei der Kontrolluntersuchung (Tag 4 der Studie) 50,0 % (34/68) aller 
Patienten aus Versuch A und Versuch B einen sehr guten, 45,6 % (31/68) einen guten und 
4,4 % (3/68) einen befriedigenden Allgemeinzustand auf. Bei der Abschlussuntersuchung (Tag 
18 der Studie) zeigten 64,7 % (44/68) der Hunde aus Versuch A und B einen sehr guten, 
33,8 % (23/68) einen guten, kein Patient einen befriedigenden und 1,5 % (1/68) der Tiere einen 
schlechten Allgemeinzustand auf. 
 
4.2.2 Körpermasse 
In den Versuchen A und B wurden alle Patienten bei der Aufnahmeuntersuchung sowie bei der 
Kontroll- und Abschlussuntersuchung gewogen. Die in der Aufnahmeuntersuchung 
festgestellten Durchschnittsgewichte der Versuche A und B und der jeweiligen 
Behandlungsgruppen sind in Tabelle 15 unter Punkt 4.1 aufgeführt. 
In den Auswertungen nahmen die mit EcN behandelten Patienten aus Versuch A im Verlaufe 
der Studie im Durchschnitt 1,1 ± 1,4 kg an Gewicht zu. Die Patienten gleicher 
Behandlungsgruppe aus Versuch B zeigten eine Körpermassenzunahme von im Mittel 0,9 ± 1,6 
kg. Die Hunde der Placebo-Behandlungsgruppen nahmen in Versuch A 0,3 ± 1,0 kg zu, in 
Versuch B hingegen 0,8 ± 1,7 kg zu. In Abbildung 16 a) und b) wird die 
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Köpermassenentwicklung der Hunde aus Versuch A bzw. B unter Berücksichtung ihrer 
Zuteilung in die jeweiligen Behandlungsgruppen Verum oder Placebo aufgezeigt.  
a) 
b)  
Abbildung 16: Körpermassenentwicklung prüfplankonformer Patienten während des 
Versuchzeitraumes   
  a) in Versuch A    
 b) in Versuch B  
Betrachtet man die Körpermassenentwicklung der einzelnen Behandlungsgruppen, so ist zu 
erkennen, dass im Vergleich zur Aufnahmeuntersuchung die Patienten der Placebo-Gruppe 
durchschnittlich weniger an Gewicht zunahmen als die mit EcN behandelten Hunde. In Versuch 
B ist sogar zunächst ein Körpermassenverlust zur Kontrolluntersuchung zu verzeichnen. 
Signifikant waren diese Ergebnisse aber nicht. Körpermassenentwicklungen einzelner Patienten 
können der Anhangstabelle XXXI und Anhangstabelle XXXII in Anhang J entnommen werden.  
 
4.3 Veränderung verdauungsphysiologischer Parameter im Verlauf der 
Studie 
Im gesamten Studienzeitraum wurden die verdauungsphysiologischen Parameter wie 
Fäzeskonsistenz und Defäkationsfrequenz täglich erhoben und dokumentiert. Die Beurteilung 
der Konsistenz der Fäzes erfolgte, wie in Punkt 3.1.3.1 beschrieben, durch den Besitzer und 
den Prüfarzt anhand des in Abbildung 4 gezeigten Scores und wurde im Tagebuch und 
Prüfbogen (siehe Abbildung I und II Anhang B) dokumentiert. Im Folgenden werden die 
Ergebnisse aufgezeigt. 
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4.3.1 Fäzeskonsistenz  
Zur Definition des Endes einer Durchfallepisode wurde die Kotkonsistenz herangezogen. Das 
Ende einer Durchfallepisode trat per definitionem dann ein, wenn der entsprechende Patient 
mindestens an drei aufeinander folgenden Kalendertagen nur Kot mit normaler/fester 
Konsistenz absetzte. Im Rahmen der Auswertungen wurde ebenso die durchschnittliche Anzahl 
an Tagen ermittelt, bis der Hund zum ersten Mal an mindestens einem Kalendertag nur Kot mit 
normaler/fester Konsistenz absetzte. 
Die Dauer in Tagen bis die Hunde gemäß der Definition keinen Durchfall mehr aufwiesen, 
betrug in beiden Versuchen in der Verum-Behandlungsgruppe durchschnittlich 4,7 Tage. Die 
Patienten, denen lediglich das Placebo-Präparat verabreicht wurde, litten durchschnittlich 7,4 
Tage an Durchfall. Die Ergebnisse werden in Abbildung 17 a) graphisch dargestellt.  
Die durchschnittliche Zeitdauer in Tagen bis die Kotkonsistenz zum ersten Mal wieder eine 
normale Konsistenz (Grad 1 = normal geformt) aufwies, betrug bei den Patienten, die Verum als 
Prüfmedikation erhalten hatten, durchschnittlich 3,1 Tage. Die Patienten der Placebo-
Behandlungsgruppe benötigten durchschnittlich 5,2 Tage bis sie zum ersten Mal für mindesten 
einen Kalendertag keine veränderte Kotkonsistenz mehr zeigten (Abbildung 17 b)).  
a)  b)  
Abbildung 17: a) Durchschnittliche Anzahl an Tagen bis Kot mindestens 3 Tage normal fest 
b) Durchschnittliche Anzahl an Tagen bis Kot zum ersten Mal wieder normal fest 
(a)b) mit p< 0,032 Abb. a) und p< 0,019 Abb. b) statistisch signifikante 
Mittelwertsdifferenzen) 
Sowohl in Versuch A als auch in Versuch B waren ähnliche Verhältnisse zu verzeichnen 
(Abbildung 18). Beide Populationen zeigten maßgebliche Unterschiede zwischen den 
Behandlungsgruppen und wiesen daher annähernd gleiche klinische Signifikanzen auf. 
a)  b)  
Abbildung 18: a) Durchschnittliche Anzahl an Tagen bis Kot mindestens 3 Tage normal fest 
b) Durchschnittliche Anzahl an Tagen bis Kot zum ersten Mal wieder normal fest 
(a)b) mit p> 0,05 keine statistisch signifikanten Mittelwertsdifferenzen) 
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Entgegen der klinischen Signifikanz wurden statistisch singnifikante Mittelwertsdifferenzen in 
den einzelnen Versuchen aufgrund der zu kleinen Populationsgrößen von 30 und 38 Tieren 
nicht nachgewiesen. 
Die Ergebnisse zeigen, dass unter Anwendung von E. coli Stamm Nissle 1917 die 
Durchfalldauer um 2,7 Tage verkürzt werden konnte. Diese Resultate wiesen eine statistisch 
gesicherte Signifikanz auf (p = 0,0322 signifikante Mittelwertsdifferenzen). 
Darüber hinaus wurde bei allen mit Placebo behandelten Patienten in den Versuchen A und B 
im Mittel an 8,8 Tagen eine veränderte Kotkonsistenz festgestellt. Die Tiere, denen EcN 
verabreicht wurde, besaßen lediglich an durchschnittlich 5,5 Tagen eine veränderte 
Kotkonsistenz. Hieraus ist abzuleiten, dass die mit EcN behandelten Patienten im Mittel je Tier 
3,3 Tage weniger eine veränderte Kotkonsistenz aufwiesen als die Hunde der 
Vergleichsgruppe. Diese klinische Signifikanz wurde durch den Nachweis einer statistischen 
Signifikanz (p = 0,0017 signifikante Mittelwertsdifferenzen) unterstrichen. 
Tiere, die nach mindestens drei Tagen mit einer normalen/festen Kotkonsistenz erneut eine 
veränderte Kotkonsistenz zeigten, wurden als Tiere mit Rezidiv gewertet. Insgesamt konnten in 
beiden Versuchen 55 von 68 Tieren diesbezüglich mit in die Ergebnisse einbezogen werden. 
Die restlichen 13 Hunde litten über den gesamten Studienzeitraum im Sinne der Definition an 
Durchfall.  
In den Placebo-Behandlungsgruppen beider Versuche wurde bei 14 von 25 Tieren und in den 
Verum-Behandlungsgruppen bei 8 von 30 Hunden ein Rezidiv beobachtet (Abbildung 19 a)). 
Dieses entspricht einer Rezidivrate von 56,0 bzw. 26,7 % (Abbildung 19 b)). Dies 
veranschaulicht, dass unter der Anwendung von der probiotisch wirksamen Prüfmedikation mit 
EcN eine geringere Rezidivrate beobachtet werden konnte.   
Die Daten der Kotkonsistenzen im Verlauf der Studie einzelner Patienten sind der 
Anhangstabelle XXV, Anhangstabelle XXVI, Anhangstabelle XXVII und Anhangstabelle XXVIII 
Anhang I zu entnehmen. 
a)  b)  
Abbildung 19: Vergleichende Darstellung der Rezidive püfplankonformer Patienten hinsichtlich 
ihrer Prüfmedikation 
a) Vergleich der jeweiligen tatsächlichen Anzahl 
b) prozentualer Vergleich  
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Werden die beiden Versuche A und B einander gegenübergestellt so ist zu erkennen, dass in 
beiden Versuchen die Rezidivrate der Placebo-Patienten deutlich höher als die der Verum-
Patienten ist (Abbildung 20a) und b)).  
a)
b)
Abbildung 20: Vergleichende Darstellung der Rezidive prüfplankonformer Patienten aus 
Versuch A und B  hinsichtlich ihrer Prüfmedikation  
a) Anzahl der Patienten im Vergleich  
b) prozentuale Verteilung 
 
4.3.2 Defäkationsfrequenzen 
Während des Studienzeitraums konnte kein wesentlicher Unterschied der Absatzfrequenz der 
Fäzes in den beiden Untersuchungsgruppen ermittelt werden. Die durchschnittliche 
Defäkationsfrequenz betrug zu Beginn der Studie in Versuch A bei 76,7 % (23/30) der Patienten 
mehr als 3 Absätze pro Tag. Davon gehörten 10 Tiere der Verum- und 13 Hunde der Placebo-
Behandlungsgruppe an. Diese Defäkationsfrequenz konnte am Ende der Studie nur noch bei 
20 % (6/30) der Patienten festgestellt werden. In Versuch B zeigten 42,1 % (16/38) zu Beginn 
der Studie einen Kotabsatz von mehr als 3 Absätzen pro Tag und am Ende der Studie waren es 
letztlich 7,9 % (3/38) der Patienten, die eine Absatzhäufigkeit von mehr als 3x pro Tag 
aufwiesen. Eine Übersicht über die Absatzhäufigkeit in den jeweiligen Behandlungsgruppen 
wird in Tabelle 18 gegeben.  
Ergebnisse 
3
5
7 7
0
1
2
3
4
5
6
7
8
A B
Versuch
An
z
ah
l [n
]
Verum Placebo
 
23%
29%
50%
63%
0%
10%
20%
30%
40%
50%
60%
70%
A B
Versuch
An
z
ah
l [%
]
Verum Placebo
 
Ergebnisse 
 
72 
Tabelle 18: Defäkationsfrequenzen in Versuch A und Versuch B  
 
4.4 Molekulargenetische und weitere kotanalytische Ergebnisse 
Die Ergebnisse der molekulargenetischen und mikrobiologischen Untersuchungen beziehen 
sich lediglich auf Patienten aus Versuch A. Je Parameter wurde eine unterschiedliche Anzahl 
an Patienten ausgewertet.  
 
4.4.1 Ergebnisse der molekulargenetischen Untersuchung (PCR) 
Um zu untersuchen, ob EcN in der Lage ist, den Magen-Darm-Trakt bei der Tierart Hund zu 
passieren, wurden von 6 Tieren der Verum-Behandlungsgruppe und 4 Tieren der Placebo-
Behandlungsgruppe aus Versuch A Kotproben gewonnen. Um den in den Versuchen 
eingesetzten EcN-Stamm von der übrigen Darmflora unterscheiden und isolieren zu können, 
wurde EcN durch eine EcN-spezifische PCR (BLUM-OEHLRER) mit den Primerpaaren Muta 
5/6 und Muta 7/8 sowie Primerpaar Muta 9/10 in Versuch A identifiziert. Die PCR weist die 
stammeigenen Plasmide pMUT1 und pMUT2 nach, die stabil vorliegen und somit für den 
Nachweis des E. coli Stammes gut geeignet sind.  
Direkt-PCR 
Bei der Direkt-PCR aus aufbereiteten Kotproben wurde bei einem Patienten (Patienten-Nr. 37) 
am ersten Tag eine schwache Bande nachgewiesen. Am zweiten Tag wurden bereits bei 4 von 
5 untersuchten Proben (Patienten-Nr.: 31, 33, 37 und 39) Banden nachgewiesen. Lediglich bei 
einer Probe (Patienten-Nr.: 29) wurde kein Nachweis geführt und bei einer weiteren (Patienten-
 Versuch A Versuch B 
Frequenz 
Verum 
[n] / [%] 
Placebo 
[n] / [%] 
Verum 
[n] / [%] 
Placebo 
[n] / [%] 
Aufnahmeunter-
suchung 
> 3x / d 10 / 71,4 13 / 81,3 8 / 40,0 8 / 44,4 
< 3x / d 4 / 28,6 3 / 18,8 11 / 55,0 10 / 55,5 
1x / d 0 / 0 0 / 0 0 / 0 0 / 0 
< 1x / d 0 / 0 0 / 0 1 / 5,0 0 / 0 
Kontrollunter- 
suchung 
> 3x / d 5 / 35,7 4 / 25,0 1 / 5,0 2 / 11,1 
< 3x / d 8 / 57,1 10 / 62,5 16 / 80,0 16 / 88,9 
1x / d 0 / 0 1 / 6,3 3 / 15,0 0 / 0 
< 1x / d 1 / 7,1 1 / 6,3 0 / 0 0 / 0 
Abschlussunter-
suchung 
> 3x / d 5 / 35,7 1 / 6,3 1 / 5 2 / 11,1 
< 3x / d 9 / 64,3 15 / 93,8 14 / 70,0 12 / 66,7 
1x / d 0 / 0 0 / 0 5 / 25,0 3 / 16,7 
< 1x / d 0 / 0 0 / 0 0 / 0 0 / 0 
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Nr.: 35) lag keine zu untersuchende Kotprobe vor. Bei zwei der untersuchten Proben 
(Patienten-Nr.: 35 und 37) stellten sich diese Banden bloß sehr schwach ((+)) bis schwach (+), 
bei den übrigen Proben jedoch deutlich (++) (Patienten-Nr.: 39) bzw. stark (++) (Patienten-Nr.: 
31 und 33) dar. Die Untersuchung der Proben von Tag 3 ergab bei 5 von 6 Tieren einen mittels 
EcN-spezifischer PCR positiven Nachweis desselbigen. Hierbei stellten sich die Banden bei 4 
Proben (Patienten-Nr.: 29, 35, 37 und 39) nur sehr schwach bzw. schwach dar. Bei der letzten 
Probe (Patienten-Nr.: 31) konnte gar kein positiver Nachweis geführt werden. An Tag 4 der 
Studie waren wiederum bei 5 von 6 Hunden Banden, die eine positive Aussage zur 
Wiederfindung von EcN machten, zu erkennen. An diesem Tag traten bei zwei Proben zum 
ersten Mal sehr starke Banden (++++) auf (Patienten-Nr.: 29 und 37). An den Tagen 6 bzw. 10 
konnten ebenso bei 5 von 6 Proben positive Nachweise auf EcN geführt werden. Am letzten 
Tag und somit letzter Probengewinnung der Studie waren alle Proben mittels EcN-spezifischer 
PCR positiv getestet worden. Bei 2 von 6 Proben (Patienten-Nr.: 29 und 37) stellten sich die 
Banden als starke bzw. sehr starke Banden dar. In Tabelle 19 werden die Nachweise der 
einzelnen Proben aufgezeigt. Alle Nachweisversuche der Proben (Patienten-Nr. 30, 32 und 34) 
aus der Placebo-Behandlungsgruppe waren negativ.  
Tabelle 19: Direktnachweis von EcN-DNA mittels spezifischer PCR 
1)
 keine Defäkation ; P = Placebo, V = Verum; (+) bis ++++ Signalstärke 
 
In Abbildung 21 sind fotographisch die positiven Banden des Patienten 37, der EcN als 
Prüfmedikation erhielt, dargestellt. Die Aufteilung erfolgt von links nach rechts. Die erste Spur 
wurde ausbelassen. Die zweite bis achte Spur stellen die Tage der Kotproben dar (Tag 1, 2, 3, 
4, 6, 10 und18). Die neunte Spur wurde wiederum ausbelassen, dann folgen die Negativ- und 
Positivkontrolle, eine Leerspur und schlussendlich der Großmarker. Zu erkennen sind die 
unterschiedlichen Stärken der Banden wie in Tabelle 19 (Patienten-Nr. 37) aufgezeigt.  
Ergebnisse 
Patient-
Nr. 
29 30 31 32 33 34 35 36 37 39 
Behand-
lungs-
gruppe 
V P V P V P V P V V 
Ampullen 
pro Tag 
[n] 
6 4 6 6 6 4 4 6 6 2 
Tag 1 1) - - - - - - - + - 
Tag 2 - - +++ - +++ - 1) - (+) ++ 
Tag 3 (+) - - - +++ - + - + + 
Tag 4 ++++ - - - +++ - ++ - ++++ (+) 
Tag 6 - - ++++ - ++ - + - (+) ++ 
Tag 10 ++++ - - - +++ - (+) - (+) +++ 
Tag 18 +++ - ++ - + - (+) - ++++ ++ 
Ergebnisse 
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Abbildung 21: Gelelektrophoretische Aufspaltung einzelner DNA-Fragmente aus EcN-
spezifischer PCR der Kotproben von Patient 37 
 
4.4.2 Parasitologische und mikrobiologische Untersuchung 
Die parasitologischen Untersuchungen ergaben bei den in die Studie aufgenommenen 
Patienten bis auf ein nicht entwickeltes einzelnes Askaridenei in einer Kotprobe aus Zentrum 6 
keine weiteren positiven Resultate. Bei positivem Nachweis wurden die Patienten bereits bei 
der Aufnahmeuntersuchung wieder aus der Studie ausgeschlossen und nicht mit in die 
Datenerhebungen eingeschlossen. 
Die mikrobiologischen Analysen der Kotproben aus Versuch A dienten lediglich als begleitende 
Analyse zur Bestimmung ausgewählter pathologischer Keime. In der quantitativen Analyse von 
Clostridium perfringens lag ein positiver Nachweis nur bei den Proben vor, die eine 
Gesamtkeimzahl (GKZ) von mehr als 1 x 103 KbE/g Kot, d. h. über der gesetzten 
Nachweisgrenze, aufwiesen. Die Auswertungen zeigten eine sehr große Streuung, wodurch die 
Mittelwertberechnung keine aussagekräftigen Ergebnisse erbringen konnte. Darüber hinaus 
wurde eine qualitative Analyse auf Salmonellen durchgeführt.   
 
4.4.2.1 Salmonellen 
Die qualitative Analyse auf Salmonellen erbrachte in keiner Probe aus Versuch A einen 
positiven Nachweis.  
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4.4.2.2 Clostridium perfringens 
In den Untersuchungen auf Cl. perfringens konnten 88 von 99 Proben mit in die Analyse 
einbezogen werden. Die Gesamtkeimzahl lag hierbei über der geforderten Nachweisgrenze. 
Der Bereich der ermittelten Bakterienkeimzahl lag zwischen 4,0 x 109 und 6,4 x 1010 KbE/g Kot.  
Im Mittel wurden bei allen Proben bei der Aufnahmeuntersuchung 1,4 ± 3,5 x 109 KbE/g Kot, bei 
der Kontrolluntersuchung durchschnittlich 2,4 ± 11,5 x 109 KbE/g Kot und bei der 
Abschlussuntersuchung 0,3 ± 1,0 x 109 KbE/g Kot festgestellt.  
Tabelle 20 zeigt die Verteilung auf die einzelnen Behandlungsgruppen und die Veränderung 
während des Studienzeitraums. Die Gesamtkeimzahlen einzelner Patienten werden in der 
Anhangstabelle XXXIV in Anhang K wiedergegeben.  
Tabelle 20: Mittelwerte und Standardabweichungen von Clostridium perfringens 
prüfplankonformer Patienten an den jeweiligen Untersuchungstagen unter 
Berücksichtigung der entsprechenden Behandlungsgruppe 
 
4.5 Parameter zur Erfassung der Verträglichkeit und Sicherheit der 
Prüfmedikation  
Zur Erfassung der Verträglichkeit und Sicherheit wurden in dieser Studie unterschiedliche 
Parameter bestimmt. Die Ergebnisse der hämatologischen sowie blutchemischen 
Untersuchungen stellen dabei die Sicherheitsparameter dar. Mit der Überprüfung der Akzeptanz 
und den unter Punkt 4.1.4 und 4.2.1 besprochenen Allgemeinzuständen konnte die 
Verträglichkeit der Prüfmedikation hergeleitet werden. 
 
4.5.1 Blutparameter 
Im Rahmen der Aufnahmeuntersuchung wie auch der Kontrolluntersuchung an Tag 4 des 
Studienzeitraumes wurden in beiden Versuchen Blutproben analysiert. Weder die Zugehörigkeit 
zur Versuchsgruppe noch zu den Versuchstagen wiesen eine statistisch gesicherte Signifikanz 
auf. Die Referenzbereiche der einzelnen Parameter sind in Anhang E Anhangstabelle VIII 
Ergebnisse 
Behandlungsgruppe 
Aufnahmeunter-
suchung 
Kontrollunter-  
suchung 
Abschlussunter-
suchung 
[ x 109 KbE/g Kot] [ x 109 KbE/g Kot] [ x 109 KbE/g Kot] 
Verum 1,2 ± 4,1 0,6 ± 1,3 0,3 ± 1,0 
Placebo 1,6 ± 2,8 4,0 ± 15,5 0,3 ± 1,0 
Verum und Placebo 1,4 ± 3,5 2,4 ± 11,5 0,3 ± 1,0 
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dargelegt. Abweichungen wurden entsprechend dargestellt. Die Ergebnisse einzelner Patienten 
(Anhangstabelle XI, Anhangstabelle XII, Anhangstabelle XIII, Anhangstabelle XIV, 
Anhangstabelle XV, Anhangstabelle XVI, Anhangstabelle XVII, Anhangstabelle XVIII) und die 
durchschnittlichen Werte zuzüglich ihrer Standardabweichung von der Grundgesamtheit 
(Anhangstabelle IX und Anhangstabelle X) sind ebenso in Anhang E aufgeführt.  
 
4.5.2 Akzeptanz der Prüfmedikation 
Tabelle 21 stellt die ermittelten durchschnittlichen Werte der Akzeptanz der Patienten aus den 
Versuchen A und B dar. Einzeldaten aller Patienten werden in der Anhangstabelle XXXVIII in 
Anhang O dargelegt. 
Die Ergebnisse zeigen, dass über die gesamte Behandlungsphase eine gute Akzeptanz der 
Prüfmedikation bestand.  
Tabelle 21: Akzeptanz der Prüfmedikationen der Patienten aus Versuch A und B (Mittelwerte 
und Standardabweichung von der Grundgesamtheit); Bewertung nach 
vorliegender Graduierung des Prüfbogens 
Versuch Prüfmedikation 
Akzeptanz 
Behandlungsphase 
Tag 1 Tag 2 Tag 3 
A 
Verum 2,2 1,9 1,8 
Placebo 2,4 2,4 2,4 
B 
Verum 1,9 1,9 1,8 
Placebo 2,0 2,1 2,0 
Versuch A und B gesamt 2,1 2,1 2,0 
Standardabweichung s ± 0,14 ± 0,15 ± 0,15 
Diskussion 
 
77 
5 Diskussion 
5.1 Zielsetzung 
Ziel der Studie war es, die Wirksamkeit und Verträglichkeit von Escherichia coli Stamm 
Nissle 1917 bei der Therapie von gastrointestinalen Störungen mit der Leitsymptomatik 
„Diarrhöe“ bei der Tierart Hund zu untersuchen.  
Viele der konventionellen Therapieformen der Diarrhöe sind unumgänglich und adäquat. Bei 
leichten akuten Durchfällen reichen oftmals symptomatische Therapieformen wie 
Nahrungskarenz und eine entsprechende Diätetik aus (GUILFORD u. MATZ 2003). Nachteil 
dieser Therapieform ist aber die häufig längere Genesungsspanne als bei chemotherpeutischen 
Arzneimitteln. Chemotherapeutika wie antidiarrhöisch wirkende Opiatabkömmlinge Loperamid 
und Diphenoxylat, antiphlogistische und immunmodulatorische Medikamente (Metronidazol) 
sowie Sulfonamide und Antibiotika dürfen aber nur bei entsprechenden Indikationen eingesetzt 
werden (HAMANN et al. 1997). Das Indikationsspektrum ist daher sehr eingeschränkt. 
Hinzukommt die wachsende Resistenzproblematik auch bei den so genannten „companion 
animals“ (MARKS u. KATHER 2003; STROMPFOVA u. LAUKOVA 2004; KATHER et al. 2006), 
wodurch ihr Einsatz zunehmend kritisch betrachtet wird. Des Weiteren kann es durch die 
Unterdrückung der physiologischen Keimflora zur massiven Vermehrung coliformer Keime 
sowie einer Besiedlung mit spezifisch pathogenen Keimen und dadurch zur Verlängerung der 
Erkrankung kommen (GUILFORD et al. 1994). Daher wird der Einsatz so genannter mikrobieller 
Arzneimittel interessant. Der therapeutische Einsatz von Probiotika in der Behandlung der 
Diarrhöe bei Haustieren wurde bis dato kaum untersucht und hat sich bislang noch nicht als 
nützlich erwiesen (GUILFORD u. MATZ 2003).  
Der in der vorliegenden Arbeit verwendete Escherichia coli Stamm Nissle 1917 stellt ein 
mikrobielles Arzneimittel dar. EcN wird in der Humanmedizin seit über 80 Jahren als 
Arzneimittel zur Behandlung von Diarrhöen und anderen gastrointestinalen Erkrankungen und 
Beschwerden eingesetzt (LODINOVAZADNIKOVA u. SONNENBORN 1997a; REMBACKEN et 
al. 1999b). In der Tiermedizin im Bereich Nutztierhaltung wurde EcN im Jahr 2001 als erstes 
probiotisches Tierarzneimittel in Deutschland zur Prophylaxe von Frühdurchfällen bei Kälbern 
zugelassen (VON BUENAU et al. 2005). Aus einzelnen Fallberichten und 
Behandlungsprotokollen zur Anwendung von EcN bei Hunden mit Durchfällen gab es erste 
Hinweise auf eine Wirksamkeit, konkrete Studien fehlten allerdings. 
Basierend auf diesen Hinweisen und ersten Erkenntnissen schien EcN geeignet, zur 
Behandlung gastrointestinaler Beschwerden bei der Tierart Hund eingesetzt zu werden. 
Das Hauptziel der Studie war es, die klinische Wirksamkeit der verabreichten 
Studienmedikation bei gastrointestinalen Störungen mit der Leitsymptomatik „Diarrhöe“ bei 
Hunden zu untersuchen. Darüber hinaus sollte in dieser Studie überprüft werden, ob EcN in der 
Lage ist, den Magen-Darm-Trakt bei der Tierart Hund zu passieren. Dies stellt neben anderen 
Faktoren eine Voraussetzung für die Wirksamkeitsentfaltung des angewandten Probiotikums 
dar. Aus Studien in der Humanmedizin und Tiermedizin war bekannt, dass EcN grundsätzlich 
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dazu in der Lage ist, den Gastrointestinaltrakt verschiedener Spezies lebend zu überwinden 
(GROZDANOV et al. 2004; ALBERS 2007). Daher wurde in dieser Studie eine erweiterte PCR-
Untersuchung über einen längeren Zeitraum für einen solchen Nachweis angestrebt. Die 
Überlebensfähigkeit eines Probiotikums sehen einige Autoren als grundsätzliche 
Voraussetzung für die Entfaltung seiner Wirksamkeit (DUNNE et al. 1999; GIBSON u. FULLER 
2000). Diese Ansicht beruht auf der Definition von (FULLER 1989), der unter Probiotika 
„lebende mikrobielle Futterzusätze, die eine vorteilhafte Wirkung auf das Wirtstier haben, indem 
sie das intestinale Gleichgewicht verbessern“, versteht. Aus dieser Definition geht allerdings 
nicht hervor, dass diese eingesetzten Mikroorganismen den Magen-Darm-Trakt auch wieder 
lebend verlassen müssen. So belegen neuere Studien, dass die Wirksamkeitsentfaltung eines 
eingesetzten Probiotikums nicht an eine Überlebensfähigkeit oder generelle Lebensfähigkeit 
gebunden sein muss. Untersuchungen von HAMMANN et al. (1998) und SALMINEN et al. 
(2006) zeigen, dass einzelne Zellkomponenten zur Auslösung positiver immunologischer 
Reaktionen des Wirtsorganismus ausreichen. Ähnliche Effekte wurden bei Untersuchungen zu 
Saccharomyces boulardii festgestellt (SURAWICZ et al. 1989; SAUERWEIN et al. 2007). 
GALDEANO u. PERDIGON (2004) wiesen hingegen nach, dass lebende Bakterien die 
Immunantwort besser stimulieren als abgetötete. 
In der vorliegenden Arbeit sollte durch einen positiven Nachweis der Lebensfähigkeit vor allem 
die Kolonisierungsfähigkeit von EcN  auch auf die Tierart Hund übertragen werden. Zusätzlich 
unterstreicht ein Nachweis dieser Art die klinischen Effekte, die EcN ausübt. 
Zusätzliche Ziele der erfolgten Untersuchungen waren, die Verträglichkeit und Sicherheit der 
verabreichten Studienmedikation zu überprüfen. Dies ist ein wichtiges Kriterium im 
Zulassungsverfahren von Arzneimitteln (§ 4 AMG) (Schumacher 2008).  
 
5.2 Versuchaufbau und Dosierung von EcN 
Der Versuchsablauf dieser Studie richtete sich nach einem zuvor entwickelten Prüfprotokoll. 
Inhaltlich entsprach dieses den Anforderungen an klinische Studien (GCP-VO = „Good clinical 
practice“- Verordnung). Diese Arbeit wurde als multizentrische, verblindete, placebokontrollierte, 
veterinärmedizinische Pilotstudie im parallelen Gruppenvergleich unter Feldbedingungen 
durchgeführt. 
Klinische Studien werden häufig im Rahmen eines Zulassungsverfahrens von Arzneimitteln 
vollzogen. Sie sind dazu bestimmt, klinische oder pharmakologische Eigenschaften von 
Arzneimitteln zu erforschen oder nachzuweisen. Ebenso sollen Nebenwirkungen eruiert 
werden. Im Rahmen der hier vorliegenden klinischen Pilotstudie wurde die These, „Escherichia 
coli Stamm Nissle 1917“ als Therapeutikum bei gastrointestinalen Störungen mit der 
Leitsymptomatik „Diarrhöe“ anwenden zu können, an einer Population von 68 Tieren 
repräsentativ belegt. Bei der vorliegenden Arbeit handelt es sich um eine Studie, die sich in 
Phase II-III befindet. Diese Unterteilungsform geht auf den „Code of Federal Regulations“ 
zurück. Im Rahmen von Studien, die sich in einer solchen klinischen Phase bewegen, sollen 
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Erkenntnisse über Verträglichkeit und Sicherheit, Dosisfindung, positive Effekte der Therapie 
bis hin zum statistisch signifikanten Wirkungsnachweis erbracht werden (SCHUMACHER 
2008). 
Studien unter Feldbedingungen erbringen im Gegensatz zu Laborstudien eine höhere 
Annäherung an die Praxisbedingungen. Nachteilig ist die Schwierigkeit standardisierter 
Untersuchungsmethoden. Durch die ausreichend große Studienpopulation der hier 
vorliegenden Untersuchungen ist dies aber zu vernachlässigen. 
Ein Nachteil multizentrischer Studien ist die mögliche Entstehung von Zentrumseffekten. Diese 
werden bedingt durch die Beteiligung einer Vielzahl von Personen, deren unterschiedliche 
Umgehensweise mit dem Studienprotokoll oder den ortsgebundenen Sachzwängen wie z. B. 
der Verwendung verschiedener technischer Einrichtungen. Bei einer ausreichenden Anzahl von 
Zentren werden diese Effekte kompensiert. Werden Studien unter Feldbedingungen 
durchgeführt, so ergibt sich zusätzlich, dass einer Aussage bzw. Feststellung innerhalb der 
experimentellen Situation eine hohe externe Validität zukommt. 
Der verblindete placebokontrollierte Versuchsaufbau wurde gemäß den Anforderungen der EG 
„Leitlinien zur Prüfung der Wirksamkeit von Mikroorganismen bei den Tierkategorien Hund, 
Katze und Pferd“ (LAHRSSEN u. ZENTEK 2002) gestaltet. Durch die Verblindung wurde der 
Einfluss von Erwartungen und Verhaltensweisen eliminiert. Die Regelungen dieser Leitlinien 
sind allgemein gehalten und räumen dem Durchführenden relativ große Freiheiten bezüglich 
der Experimentieranordnung ein (LAHRSSEN u. ZENTEK 2002). Um die Versuchsergebnisse 
abzusichern, ist eine ausreichend große Studienpopulation erforderlich. Der 
Mindestanforderung von 20 Patienten je Behandlungsgruppe (Placebo, Verum) wurde in der 
vorliegenden Studie hinreichend entsprochen.  
Die Eignung der Tiere für die Studie wurde anhand von definierten Ein- und Ausschlusskriterien 
überprüft. Hierdurch trat eine Vorselektion der teilnehmenden Patienten ein, durch die 
verfälschende Faktoren minimiert wurden. Da bis auf den Ausschluss von Patienten mit 
schwerer Grunderkrankung oder Durchfall aufgrund extrastinaler Ursachen keine weiteren 
klinischen Einschränkungen durchgeführt wurden, war die an klinische Studien der frühen 
Phasen geforderte breite Population garantiert.  
Die Zuordnung der Tiere zu den einzelnen Beobachtungsgruppen erfolgte alternierend in der 
Reihenfolge ihres Erscheinens, so dass ein systemischer Effekt ausgeschlossen wurde. Gemäß 
den oben aufgeführten Anforderungen an eine verblindete Studie, erfolgte die Gabe der 
Studienmedikation so, dass Hund und Halter nicht bekannt war, ob Verum oder Placebo in den 
jeweiligen Ampullen enthalten war. Außerdem hatten diese Ampullen ein identisches Volumen 
und waren äußerlich nicht voneinander unterscheidbar. Auf eine weitergehende Verblindung 
wurde zur Erleichterung der Studiendurchführung verzichtet. 
Die Studiendauer betrug für das einzelne Tier 18 Tage. Dieser Zeitraum setzt sich zusammen 
aus dem Behandlungszeitraum von drei Tagen und einer nachfolgenden Beobachtungszeit von 
fünfzehn Tagen. Entsprechend dieser Vorgaben wurden auch die Untersuchungstermine 
festgelegt. Entgegen der Daten und Empfehlungen aus der Literatur (ZENTEK et al. 1998; 
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WEESE u. ANDERSON 2002; MANNINEN et al. 2006), die zeigen, dass bei kurzer 
Applikationsdauer, drei bis sieben Tage nach der letzten Gabe, der gefütterte probiotische Keim 
nicht mehr in den Fäzes nachweisbar ist, wurde aus praxisrelevanten Gründen an der 
Behandlungsphase von drei Tagen festgehalten. Nicht nur die Belastung für den Hund kann 
größere Ausmaße annehmen, auch der Leidensdruck für den Besitzer spielt dabei häufig eine 
bemerkenswerte Rolle. Hunde werden heutzutage immer mehr in häuslicher Obhut gehalten. 
Eine Steigerung der Absatzhäufigkeit oder gar eine Inkontinenz des Hundes führen dabei 
alleine schon zu logistischen und hygienischen Problemen. Daher sollte ein Präparat, um in der 
täglichen Praxis bestehen zu können, in der Lage sein, mit einer kurzen Behandlungsdauer 
therapeutisch zu wirken. Zusätzlich wurde hierdurch die Kooperationsbereitschaft der 
Patientenbesitzer erhöht, was die Durchführung einer Studie erleichtert. 
Die Dosierung der Prüfmedikation in der vorliegenden Studie leitete sich von der zugelassenen 
Indikation „Prophylaxe bei Kälbern“ ab und wurde anhand der Körpermassen der Hunde 
umgerechnet. Allerdings wurde die so bestimmte Tagesdosis zweimal täglich verabreicht. Die 
höhere Dosierung wurde gewählt um sicherzustellen, dass eine ausreichend hohe und damit 
letztlich auch wirksame Keimzahl in den Darm gelangt. Außerdem wurde EcN hier nicht wie bei 
den Kälbern zur Prophylaxe sondern als metaphylaktische bzw. therapeutische Maßnahme 
eingesetzt. Letztlich wurde die höhere Dosierung wiederum aufgrund praxisrelevanter Gründe 
gewählt. Hierdurch wurde eine kürzere Behandlungsphase erzielt, was für den 
Patientenbesitzer vorteilhaft war. 
Von einer Überdosierung war nicht auszugehen. So zeigen bislang durchgeführte Studien, dass 
es unwahrscheinlich ist, Probiotika in einer so hohen oralen Dosierung zu verabreichen, dass 
es zu folgenreichen Nebenwirkungen kommt (DONHUE et al. 1998). Dennoch ist zu 
berücksichtigen, dass die Studienpopulation aufgrund ihrer Erkrankung und der daraus mit 
hoher Wahrscheinlichkeit nicht intakten Darmbarriere eine potentielle Risikogruppe darstellt. 
Durch die Überwindung der Darmbarriere durch mikrobielle Arzneimittel besteht tendenziell die 
Gefahr entzündliche bis hin zu septikämische Reaktionen auszulösen (SALMINEN et al. 1998; 
REID 2006; SNYDMAN 2008). Aus einer Vielzahl an Studien ist aber bekannt, dass EcN 
aufgrund seiner Genstruktur keine pathologischen Wirkungen erzielt (GROZDANOV et al. 
2004). Daher war in dieser Studie nicht von einem reellen Risiko auszugehen.  
Die im Rahmen der Studie erhobenen Daten wurden vom Prüftierarzt in einem vor 
Studienbeginn konzipierten Prüfbogen dokumentiert. Zusätzlich wurde dem Halter ein 
Tagebuch ausgehändigt, in dem er täglich die Applikation und Akzeptanz von der 
Prüfmedikation, die Kotkonsistenz inklusive des Vorhandenseins von Beimengungen sowie den 
allgemeinen Gesundheitszustand dokumentierte. Hierdurch wurde sichergestellt, dass eine 
standardisierte Erhebung von Daten erfolgte, die nachfolgend einen Vergleich ermöglichte. Ein 
überwiegender Anteil der Parameter wurde, wie von LAHRSSEN u. ZENTEK (2002) gefordert, 
mit Hilfe vorher festgelegter Graduierungen erhoben. Eine Ausnahme hiervon sind die 
subjektiven Bewertungen des Allgemeinbefindens und der Akzeptanz der Studienmedikation. 
Quantitative Daten wurden nach anerkannten wissenschaftlichen Methoden bestimmt. Ebenso 
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wurde mit der Erhebung allgemeiner Daten verfahren, die eine Grundinformation über den 
allgemeinen Gesundheitsstatus des Tieres liefern.  
Die Statistik bediente sich zur Auswertung deskriptiver und analytischer Methoden. Die 
Auswertungen beinhalten nur Daten der Tiere, die die Studie prüfplankonform durchliefen. 
Diese Methode wird üblicherweise bei Behandlungsstudien, wie in der vorliegenden 
Untersuchung, der Phasen II-III angewendet. Der Vorteil dieser Auswertungsmethode besteht 
darin, dass sich mit ihr das Wirksamkeitspotenzial einer Behandlung unter optimalen 
Bedingungen besser abschätzen lässt. Ein Nachteil ist allerdings, dass hierbei das 
Zufallsprinzip durchbrochen wird, so dass es zu einer statistischen Verzerrung der Ergebnisse 
kommen kann.  
Im Rahmen der Auswertungen wurden die Ergebnisse der hier durchgeführten Studie auf zwei 
Versuche aufgeteilt. Versuch A enthielt nur ein Zentrum, in dem die eigenen Untersuchungen 
durchgeführt wurden. Die Studienpopulation bestand in diesem Versuch aus 30 Tieren. Versuch 
B stellte sich aus den übrigen 8 Zentren zusammen. Hier umfasst die Studienpopulation 38 
Tiere. Durch den Vergleich der Ergebnisse der beiden Versuche wurden so genannte 
Zentrumseffekte überprüft. So war es möglich, den Einfluss der in Versuch A standardisierten 
Untersuchungsmethoden auf die Ergebnisse nachzuvollziehen. Es zeigten sich bei einigen 
Parametern tendenzielle Unterschiede, generelle Zentrumseffekte wurden aber nicht 
nachgewiesen. Auf diese Unterschiede wird in den entsprechenden Abschnitten noch einmal 
ausführlich eingegangen.  
Beide Versuche wurden mit der Grundgesamtheit verglichen. Auch dies diente als Kontrolle der 
internen Überprüfung. Durch diese Kontrolle war es möglich, konkrete Annahmen über die 
Ursache und den Grund der beobachten Daten zu machen. 
 
5.3 Diskussion der Ergebnisse 
5.3.1 Studienpopulationen 
Insgesamt waren zu Beginn der Studie 87 Tiere anhand geprüfter Kriterien geeignet, in die 
Studie aufgenommen zu werden. Die Anzahl der Tiere, die der Verum-Behandlungsgruppe 
zugeteilt wurden, umfasste 47 Hunde, die der Placebo-Behandlungsgruppe 40 Hunde. Die 
Differenz von 7 Tieren lässt sich durch die Summation von Differenzen erklären. Alle Zentren 
begannen die Studie mit dem Einschluss eines Verum-Patienten. War auch der letzte 
eingeschlossene Hund ein Verum-Patient, so wurde die Anzahl der Placebo-Patienten 
übertroffen. Darüber hinaus wurden Patienten-Nummern an Tiere vergeben, die wegen eines 
positiven parasitologischen Nachweises oder anderer Kriterien kurzfristig nicht in die Studie 
aufgenommen wurden. Die weitere Rekrutierung von Patienten erfolgte dann unter 
Berücksichtigung des nicht eingeschlossenen Patienten mit einem weiteren Patienten 
derselben Behandlungsgruppe. 
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Protokollgerecht wurde die Studie von 68 Tieren durchlaufen. Nur diese Tiere wurden in den 
Auswertungen berücksichtigt. Die nicht berücksichtigten Hunde wurden an unterschiedlichen 
Studientagen und aus unterschiedlichen Gründen aus der Studie ausgeschlossen. Insgesamt 
wurden daher 13 Verum- und 6 Placebo-Patienten nicht in den Auswertungen berücksichtigt. 
Bei zwei der neunzehn Tiere wurden mithilfe angewandter diagnostischer Mittel 
schwerwiegende karzinogene Grunderkrankungen aufgedeckt. Beide Tiere wurden 
euthanasiert. Diese Patienten waren zuvor durch die alternierende Verteilung der Verum-
Behandlungsgruppe zugeordnet worden. Ein Zusammenhang zu probiotischen Behandlung ist 
aber mit an Sicherheit grenzender Wahrscheinlichkeit auszuschließen. Bei weiteren zwei 
Verum-Patienten war der Halter zur entsprechenden Kontroll- bzw. Abschlussuntersuchung 
nicht erschienen. Bei einem dieser beiden Patienten lagen die Daten der Kontrolluntersuchung 
(Tag 4 der Studie) vor, so dass davon auszugehen ist, dass der Patient nicht mehr an Durchfall 
litt und daher ein erneutes Aufsuchen der Tierarztpraxis ausblieb. Bei drei Tieren (zwei Verum- 
und ein Placebo-Patient) erfolgte der Ausschluss aufgrund des Besitzers. Alle drei Hunde litten 
bei der Untersuchung noch an Durchfall und die Besitzer wünschten daher eine konventionelle 
Therapie. Ein Tier, das der Verum-Behandlungsgruppe zugeteilt war, musste bei der 
Abschlussuntersuchung ausgeschlossen werden, da der Besitzer über den gesamten 
Studienzeitraum, seit der letzten Konsultierung an Tag 4 der Studie, keine Dokumentation 
durchgeführt hatte. Das Tier litt zu diesem Zeitpunkt an intermittierendem dickbreiigem 
Durchfall. Der Ausschluss weiterer neun Patienten (4 Verum- und 5 Placebo-Patienten) erfolgte 
durch die Entscheidung des jeweiligen Prüftierarztes. Abhängig vom jeweiligen 
Gesundheitsstatus wurden weitere diagnostische Schritte bzw. medikamentöse Versorgungen 
durchgeführt. Letztlich wurden zwei Patienten (Verum) erst nach Abschluss der 
Untersuchungen aus den Auswertungen genommen. Dieser Ausschluss war notwendig, da 
erhebliche Veränderungen blutchemischer und hämatologischer Parameter mit einer sehr 
hohen Wahrscheinlichkeit auf eine schwerwiegende Grunderkrankung der Nieren hinwiesen. 
Anhand der vorliegenden Blutparameter konnte aber keine Differenzierung zwischen akuter und 
chronischer Niereninsuffizienz durchgeführt werden. Bei beiden Tieren wurde eine hochgradige 
Urämie festgestellt. Diese kann über eine Durchblutungsstörung und Auslösung verschiedener 
Entzündungsreaktionen vor allem im Bereich des Colons Durchfallerkrankungen hervorrufen 
(SUTER 2006). Daher war mit hoher Wahrscheinlichkeit ein ursächlicher Zusammenhang mit 
der beobachteten Diarrhöe anzunehmen. Entgegen dieser diagnostischen Hinweise wiesen die 
Hunde nach Abschluss der Untersuchungen jeweils ein sehr gutes Allgemeinbefinden und 
keine Diarrhöe mehr auf. Eine mögliche Wirkung von EcN auf die durch die erhöhten 
Harnstoffkonzentrationen ausgelösten Entzündungen in der Darmmucosa ist daher nicht 
auszuschließen. Mit Hilfe der angewandten Untersuchungen wurden mögliche 
Wirkmechanismen jedoch nicht erwiesen. Akute Niereninsuffizienzen können unter anderem 
durch enterohämorrhagische Escherichia coli Stämme (EHEC) hervorgerufen werden 
(VERWEJEN 1999). Diese Keime können ebenso an schwerwiegenden hämorrhagischen 
Gastroenteritiden beteiligt sein. Darauf basierend könnten die positiven klinischen Effekte auf 
die antagonistische Wirkung von EcN gegen EHEC (ALTENHOEFER et al. 2004; 
SCHROEDER et al. 2006) zurückzuführen sein.  
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Hinsichtlich der zu Beginn der Studie erhobenen allgemeinen Daten wie Geschlecht, Alter, 
Rasse und Körpermasse wurden keine wesentlichen Abweichungen zwischen den Versuchen A 
und B sowie den Behandlungsgruppen festgestellt. 
 
5.3.2 Allgemein klinische Parameter 
5.3.2.1 Allgemeiner Gesundheitszustand 
In der vorliegenden Untersuchung wurden zwischen den beiden Behandlungsgruppen keine 
statistisch relevanten Unterschiede bezüglich des Allgemeinbefindens und des allgemeinen 
Gesundheitszustandes der Tiere gefunden.  
Die beobachteten Tendenzen zeigen eher eine Verbesserung des Gesundheitszustandes der 
Tiere unter Anwendung von EcN (siehe Abbildung 15). Eine mögliche Ursache hierfür ist in der 
wesentlich zügigeren Verbesserung des Grundleidens „Diarrhöe“ bei den Tieren, die 
Escherichia coli Stamm Nissle 1917 als Prüfmedikation erhalten hatten, zu sehen. Weitere 
Ursachen können in einer positiven Beeinflussung des Immunsystems 
(LODINOVAZADNIKOVA u. SONNENBORN 1997; CUKROWSKA et al. 2002), der 
Reduzierung von Meteorismus (KRAMMER et al. 2006) und einer daraus resultierenden 
Schmerzlinderung sein. Ähnliche Beobachtungen wurden bei Hunden auch nach Verabreichung 
anderer probiotischer Stämme beobachtet (WEESE u. ANDERSON 2002; BAILLON et al. 
2004).  
 
5.3.2.2 Körpermasse 
Im Gegensatz zu den geforderten Verbesserungen der Lebendmassenzunahme beim Nutztier, 
spielt die Körpermassenentwicklung beim adulten Hund eher eine untergeordnete Rolle 
(ZENTEK et al. 1998).  
In der vorliegenden Studie ist in der Gesamtentwicklung der Körpermassen kaum ein 
Unterschied zwischen den Patienten, die Escherichia coli Stamm Nissle 1917 als 
Prüfmedikation erhielten, und denen der Vergleichgruppe nachzuweisen. Dies ist 
möglicherweise darauf zurückzuführen, dass ein überwiegender Teil der Hunde, die an dieser 
Studie teilnahmen, adult waren. Gewichtsveränderungen in einem größeren Umfang sind bei 
adulten Hunden nicht zu erwarten. Darüber hinaus sind sie nicht wünschenswert, da 
erfahrungsgemäß ein hoher Prozentsatz an Übergewicht leidet. Bei Betrachtung der einzelnen 
Versuche ist jedoch eine größere Differenz zwischen den Behandlungsgruppen in Versuch A zu 
erkennen. Dies ist möglicherweise auf die in Versuch A standardisierte Versuchsdurchführung 
zurückzuführen und deutet auf eine Einflussnahme von EcN auf die Körpermassenentwicklung 
hin. Signifikant war dieser Unterschied aber nicht, so dass ein Zentrumseffekt ausgeschlossen 
werden konnte. Des Weiteren könnte ein Zusammenhang mit der bei den Placebo-Patienten 
durchschnittlich länger bestehenden Diarrhöe gesehen werden. Durch die länger anhaltenden 
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Resorptionsstörungen sind möglicherweise der größere Wasserverlust und die Malabsorption 
als Ursache der geringeren Gewichtszunahme zu sehen. Hierdurch steht die Gabe von 
Escherichia coli Stamm Nissle 1917 indirekt mit der Körpermassenentwicklung in 
Zusammenhang.  
Die täglich verabreichte Futtermenge und Verdaulichkeit variierte jedoch bei den jeweiligen 
Patienten und ist daher nicht explizit nachzuvollziehen. Durch diese unterschiedlichen 
Energiezufuhren ist es daher nicht möglich, Entwicklungen der Körpermasse eindeutig ihrer 
Ursache zuzuordnen. Die Gewichtszunahme sollte daher lediglich in Verbindung mit der 
genannten Genesung der Patienten im Studienzeitraum gesehen werden. Auch andere Autoren 
beschreiben den fehlenden Einfluss zugesetzter Probiotika auf die Lebendmassenentwicklung 
(BENYACOUB et al. 2003; SAUTER et al. 2006).  
 
5.3.3 Einfluss von EcN auf Verdauungsphysiologische Parameter 
5.3.3.1 Definition der Diarrhöe 
Im Allgemeinen versteht man unter Diarrhöe ungeformten Kot mit einer Zunahme der Menge, 
der Frequenz und/oder des Wassergehalts (GUERRANT 2001, SUTER 2006). Die akute 
Diarrhöe ist meist infektiös, d. h. ausgelöst durch Mikroorganismen selbst oder indirekt durch 
ihre Toxine. Seltener liegen nicht-infektiöse Ursachen vor.  
In der vorliegenden Studie wurden nur Hunde aufgenommen, die seit mindestens zwei Tagen 
an einer veränderten Kotkonsistenz litten. Durch diesen festgesetzten Zeitrahmen wurde schon 
im Voraus die Anzahl der sich selbst limitierenden kurz anhaltenden Diarrhöen minimiert. Es 
war jedoch nicht von Interesse, die Zeitspanne weiter auszudehnen, da bereits bei einer 
Durchfalldauer von mehr als drei Tagen gesundheitliche Folgen auftreten können (HENKER et 
al. 2007). 
Um die Beurteilung der Fäzeskonsistenz, die überwiegend durch den Besitzer selbst erfolgte, 
zu objektivieren wurden diese durch den Prüftierarzt anhand eines zuvor entwickelten 
Kotbogens (siehe Abbildung 4) über die Kotkonsistenzen und ihre Eigenschaften geschult. Die 
möglichen Fehlerquellen durch eine Subjektivität wurden hierdurch minimiert.  
Nachdem eingangs die Diarrhöe definiert wurde, galt es auch das Ende derselbigen 
abzugrenzen. Hierdurch war ebenso eine Gleichschaltung der Patienten gegeben und eine 
statistische Auswertung möglich. In den durchgeführten Untersuchungen wurde das Ende der 
Diarrhöe auf der Basis praxisrelevanter Gründe als gegeben angesehen, wenn der Hund 
mindestens drei Tage anhaltend wieder normal fest geformten Kot absetzte. Die Bestimmung 
der Anzahl der Tage bis der Kot zum ersten Mal wieder fest geformt war, gab Hinweise über die 
Dauer bis zur klinischen Wirksamkeit von EcN. Die Rezidivbetrachtung ist im Hinblick auf den 
langwierigen Therapieerfolg nötig. Hierdurch wird die vollkommene Wirksamkeit betrachtet. 
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5.3.3.2 Fäzeskonsistenz  
Im Zusammenhang mit den Leitlinien (LAHRSSEN u. ZENTEK 2002) müssen Parameter 
bestimmt werden, die eine direkte Beziehung zur möglichen probiotischen Wirkung aufweisen. 
Aus diesem Grund wurde die Beurteilung der Fäzeskonsistenz unter Zuhilfenahme eines 
standardisierten Beurteilungsschemas zur Reduzierung der subjektiven Einflüsse erbracht. Eine 
Beurteilung, ob EcN eine therapeutische Auswirkung bei der Diarrhöe ausübt, war damit 
gegeben. Eine entscheidende Einflussnahme auf die Fäzeskonsistenz üben dabei die Zeit der 
kompletten Magen-Darmpassage und die Passagezeit durch den Dickdarm, in dem der größte 
Teil der Wasserresorption erfolgt, aus. Bei der Diarrhöe sind meist die Peristaltik und die 
Sekretion gesteigert. Die Rückresorption von Wasser und Mineralstoffen aus dem Darminhalt 
ist bei an Durchfall erkrankten Tieren gestört (ROLFE et al. 2002a; ROLFE et al. 2002b). 
Rassebedingte Unterschiede in der Passagezeit und Transportkapazität üben ebenfalls einen 
entscheiden Einfluss auf die Konsistenz der Fäzes aus (ZENTEK u. MEYER 1993). Dies 
scheint auf die unterschiedlichen anatomischen Gegebenheiten zurückzuführen zu sein. So ist 
der Darmtrakt größerer Hunderassen im Vergleich zur Körpergröße kürzer und weist ein relativ 
geringeres Gewicht auf. Die daraus folgende Ingestapassage und die eingeschränkte 
Absorptionsleistung können als Erklärungen für diese Beobachtungen dienen (ZENTEK u. 
MEYER 1993). In der vorliegenden Arbeit ist es daher möglich, dass die Körpermassendifferenz 
von 1,9 kg zwischen den Patienten der Verum-Behandlungsgruppe mit 22,1 ± 10,6 kg und 
denen der Placebo-Behandlungsgruppe mit 24,0 ± 15,4 kg einen geringen Einfluss auf die 
Kotkonsistenz gehabt hatte. Entgegen dieser Hypothese zeigten einzelne schwere Hunde, die 
EcN als Prüfmedikation erhalten hatten, im Vergleich zu Hunden der gleichen Gewichtsklasse 
aus der Placebo-Behandlungsgruppe eine deutliche Verbesserung der Kotkonsistenz. Dies 
weist auf eine Wirksamkeit von EcN hin.  
Die Auswertungen der Fäzeskonsistenz wurden sowohl zu Anfang als auch im Verlaufe der 
Studie durchgeführt und erfolgten durch die Angabe der Mittelwerte sowie der 
Standardabweichung der Grundgesamtheit. Bei der Aufnahmeuntersuchung zeigten sich in den 
Versuchen A und B aber auch in den jeweiligen Behandlungsgruppen (Placebo und Verum) nur 
sehr geringe Unterschiede bezüglich der durchschnittlichen Kotkonsistenzen (siehe Abbildung 
14).  
Eine Beeinflussung der Fäzeskonsistenz durch Gabe des Probiotikums Escherichia coli Stamm 
Nissle 1917 konnte deutlich festgestellt werden. Die Auswertungen der durchschnittlichen 
Anzahl an Tagen bis die Hunde zum ersten Mal wieder normal fest geformten Kot aufwiesen, 
betrugen in der Verum-Behandlungsgruppe 2,1 Tage weniger als in der Vergleichsgruppe und 
zeigten somit eine deutlich höhere Ansprechrate als die Vergleichsgruppe. Bis zum definierten 
Ende der Diarrhöe, d. h. der Genesung, brauchten die Patienten, die EcN erhielten, 
durchschnittlich 2,7 Tage weniger als die Patienten, die lediglich die Placebo-Prüfmedikation 
erhielten. Dies stimmt mit einigen Untersuchungen in der Humanmedizin überein. So wurden in 
Studien zum therapeutischen Einsatz von EcN bei dem Reizdarmsyndrom ebenso statistisch 
signifikante Verbesserungen der Kotkonsistenzen nachgewiesen (PLASSMANN u. SCHULTE-
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WITTE 2007). In Studien über die Anwendung von EcN bei akuten Diarrhöen bei Kleinstkindern 
und Kindern wurden ähnlich signifikante Werte der Verkürzung der Durchfalldauer erzielt 
(HENKER et al. 2007). Die akute Diarrhöe hat aus der klinischen Praxis heraus eine 
erfahrungsgemäß hohe Selbstheilungsrate. Dieser Effekt wurde auch in vorliegender Studie 
unter Einnahme des Placebo (64,7 %) beobachtet. Umso bedeutsamer ist es, dass mit EcN 
dieser hohe Grenzwert mit 79,4 % überwunden werden konnte. Größtenteils wurden in den 
bisher durchgeführten Fütterungsversuchen mit Probiotika bei der Tierart Hund keine 
signifikanten Einflüsse der als mikrobielle Futterzusatzstoffe eingesetzten Probiotika auf die 
Fäzeskonsistenz erkannt (BAILLON et al. 2004). Lediglich in einer sehr aktuellen Untersuchung 
von PASCHER et al. (2008) wurde durch Verabreichung von Lactobacillus acidophilus bei der 
Rasse Deutsch Kurzhaar eine verbesserte Fäzeskonsistenz erzielt. Im Gegensatz zu den oben 
aufgeführten Probiotika stellt der hier eingesetzte probiotisch wirksame Escherichia coli Stamm 
Nissle 1917 ein mikrobielles Arzneimittel dar. Aus randomisierten Studien aus der 
Humanmedizin ist bekannt, dass EcN einen therapeutischen Effekt bei solchen 
gastrointestinalen Störungen ausübt und die Fäzeskonsistenz günstig beeinflussen kann 
(LODINOVAZADNIKOVA u. SONNENBORN 1997b; REMBACKEN et al. 1999a). Der 
prophylaktische Einsatz von E. coli Stamm Nissle 1917 bei Kälbern zur Verhinderung der 
Kälberdiarrhöe zeigt ebenso eine Einflussnahme dieses Probiotikums auf die Fäzeskonsistenz 
(VON BUENAU et al. 2005). 
Die möglichen Wirkungsmechanismen, über die EcN seine Effekte erzielt, wurden in der 
vorliegenden Arbeit nicht näher hinterfragt. Die Wirkungen von EcN beruhen auf seinen 
stammspezifischen Eigenschaften. Unter anderem besitzt EcN daher die Fähigkeit, 
antagonistische Leistungen über die Unterdrückung pathogener und potentiell pathogener 
Besiedler der Darmflora (LODINOVAZADNIKOVA u. SONNENBORN 1997b) auszuüben. Es ist 
daher sehr wahrscheinlich, dass die klinische Wirkung die EcN nachweislich in dieser Studie 
erzielt hat, auf diesen Leistungen beruht. Pathogene und potentiell pathogene Keime sind eine 
der häufigsten Ursachen akuter Diarrhöen (SUTER 2006). Die Wirkmechanismen, die EcN für 
diesen antagonistischen Effekt benutzt, beruhen auf unterschiedlichen Systemen. Zum einen 
bildet Escherichia coli Stamm Nissle 1917 so genannte antimikrobielle Metabolite wie Mikrozine 
und Colizine (MCANN et al. 1992), die direkt auf die pathogenen Keime wirken (BOUDEAU et 
al. 2003). Zum anderen verfügt EcN über eine außerordentlich hohe Eisenbindungsfähigkeit 
aufgrund des Yersiniabaktins. Hierdurch wird das Wachstum des Probiotikums begünstigt, 
wohingegen es zu einer sofortigen Reduzierung der metabolischen Aktivität pathogener Keime 
kommt (BISSERET et al. 2007).  
Im Rahmen der pathophysiologischen Vorgänge bei gastrointestinalen Erkrankungen spielen 
häufig ein Verlust der Darmbarriere und überschießende immunologische Reaktionen eine 
bedeutende Rolle. Daraus darf gefolgert werden, dass durch EcN die funktionelle Integrität der 
Darmbarriere, sei es auf epithelialer und mechanischer oder auf immunologischer Ebene, 
moduliert wird. Aus einigen Studien ist bekannt, dass EcN immunmodulierend wirkt (WEHKAMP 
et al. 2004; STURM et al. 2005). Diese Wirkung drückt sich in einem Anstieg der IgA und IgM 
Konzentrationen aus. Dies führt zu einer Aktivierung des gastrointestinal-spezifischen 
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Immunsystems (GALT). IgA ist als wichtigste Effektorkomponente für den Schutz der 
epithelialen Oberflächen verantwortlich. Es verhindert die Adhäsion pathogener 
Mikroorganismen und damit die Auslösung spezifischer Entzündungsreaktionen 
(OEHLSCHLAEGER 2001; ALTENFOEFER et al. 2004)).  
Über die Bildung bakterieller Stoffwechselprodukte wie die freien Fettsäuren ist es möglich, 
dass EcN bei den erkrankten Patienten der vorliegenden Studie die Regeneration des 
Darmepithels vorangetragen hat. Hierdurch werden die Integrität der Darmbarriere und die 
Rückresorption von Wasser aus dem Lumen wieder ermöglicht. Der Sauerstoffverbrauch trägt 
dabei zusätzlich zur Milieustabilisierung bei, wodurch die Eubiose wieder hergestellt wird 
(SONNENBORN u. GREINWALD 1991).  
Die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit sind daher wegweisend. EcN ist einem Placebo in 
der Behandlung eines akuten Durchfalls signifikant überlegen. Dies spricht für eine eindeutig 
pharmakologische Wirkung von E. coli Stamm Nissle 1917 bei akuter Diarrhöe. Bei akuten 
Durchfallerkrankungen wird generell empfohlen, die Symptomatik durch diätetische 
Maßnahmen zu lindern. 
Unterstrichen werden diese Ergebnisse dadurch, dass es bis zum heutigen Zeitpunkt keine 
Studien gibt, die in einem ähnlichen Umfang oder mit der Zielsetzung ein Probiotikum als 
Therapeutikum bei Hunden einzusetzen, durchgeführt wurden (GUILFORD u. MATZ 2003). 
Bisher wurden Probiotika zumeist bei Welpen als Futterzusatzstoff verabreicht und ihre 
Auswirkungen auf einen gesunden Organismus untersucht (WEISS 2003). Bei den 
vorliegenden Untersuchungen mussten die Hunde im Gegensatz zu den anderen bisher 
durchgeführten Fütterungsstudien zu Beginn eine veränderte Kotkonsistenz aufweisen, so dass 
eine Beeinflussung besser beurteilt werden konnte. EcN ist hinsichtlich der hier 
nachgewiesenen Verkürzung der Durchfalldauer auch anderen Probiotika überlegen. So 
verkürzen z. B. Laktobazillen, Bifidobakterien oder Saccharomyces boulardii die akute 
Durchfallepisode bei Menschen nur um etwa 0,5 - 1,5 Tage (D'SOUZA et al. 2002; 
MCFARLAND 2006). 
 
5.3.3.3 Defäkationsfrequenz  
Die Defäkationsfrequenz reduzierte sich in den eigenen Untersuchungen (Versuch A) in beiden 
Gruppen gleichermaßen. Daher ist der Einfluss durch die Gabe von Escherichia coli Stamm 
Nissle 1917 nicht zu beweisen. Die Defäkationsfrequenz ist mit ein Indikator für die 
Geschwindigkeit der Magen-Darmpassage und kann in Verbindung mit dem Auftreten von 
inakzeptablen Fäzeskonsistenzen stehen (ROLFE 2002a, ROLFE 2002b). Die Absatzhäufigkeit 
scheint ebenso wie die Fäzeskonsistenz rassebedingt zu sein, allerdings zeigen sich auch 
maßgebliche Einflüsse durch das verabreichte Futter (MEYER et al. 1999). In den eigenen 
Untersuchungen übt daher die verabreichte gastrointestinal wirksame Diät ebenso einen 
Einfluss auf die Defäkationsfrequenz aus wie möglicherweise EcN über seine Wirkung auf die 
Kotkonsistenz. Bekräftigt wird dies durch die anfänglich erhöhte Defäkationsfrequenz bei 57,4% 
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(39/68) der aufgenommen Hunde. Mit der Beeinflussung der Fäzeskonsistenz und dem 
Sistieren der Diarrhöe reduzierte sich parallel auch die Absatzhäufigkeit des Kotes. Es muss 
aber auch darauf Rücksicht genommen werden, dass individuelle Eigenschaften wie 
Temperament, Aktivität, Bewegung sowie Stressresistenz und damit die endogene 
Glucorticoidproduktion genauso eine Beeinflussung der Absatzhäufigkeit hervorrufen können 
und so die Aussage über diese durch einen probiotisch wirksamen Bakterienstamm schwierig 
zu treffen ist. 
 
5.3.4 Mikro- und molekularbiologische Parameter 
5.3.4.1 Nachweis von EcN mittels PCR 
Um Probleme, die bei der Lebendkultivierung auftreten können (ALBERS 2006), zu vermeiden, 
wurden die gewonnenen Kotproben direkt mittels PCR auf EcN untersucht. Die verwendete 
PCR zum Nachweis von EcN ist eine höchst sensitive Methode (BLUM-OEHLER et al. 2003). 
Im Allgemeinen wird die PCR auch bei anderen Bakterienstämmen wie den Bifidobakterien 
erfolgreich eingesetzt (BRIGIDI et al. 2000).  
Die in den Untersuchungen durchgeführte Aufreinigung der Kotproben steigerte zusätzlich die 
Sensitivität der Methode. Die verwendeten Primer waren spezifisch gegen bestimmte DNA-
Sequenzen gerichtet. Somit konnten ausschließlich DNA-Sequenzen des zu ermittelnden EcN 
detektiert werden. Aus molekularbiologischen Untersuchungen (GROZDANOV et al. 2004) war 
bekannt, dass EcN ein genetisch sehr stabiler Mikroorganismus ist. Entgegen anderen 
probiotisch angewandten Keimen, war daher davon auszugehen, dass er während der Magen-
Darmpassage keine Veränderungen des Genoms erfährt (BLUHM-OEHLER et al. 2003a) und 
falsch negative Ergebnisse nicht zu erwarten waren.  
Ziel dieser Untersuchung war es, die DNA des hier eingesetzten Escherichia coli Stamm 
Nissle 1917 bei an gastrointestinalen Störungen erkrankten Hunden mit dem Leitsymptom 
„Diarrhöe“ zu detektieren. Aus zahlreichen Untersuchungen war bekannt, dass eine Detektion 
prinzipiell möglich ist (BLUHM-OEHLER et al. 2003a; BLUM-OEHLER et al. 2003b). In der 
vorliegenden Arbeit wurde bei allen mit EcN behandelten Patienten ein positiver Nachweis 
erbracht. Hierdurch wurde ein möglicher Erklärungsansatz, durch den die klinische 
Wirksamkeitsentfaltung aufgrund der Passage von EcN bzw. EcN-Zellfragmenten durch den 
Gastrointestinaltrakt des Hundes belegt wird, gefunden. Aus Untersuchungen ist bekannt, dass 
auch unbelebte EcN-Fragmente dazu in der Lage sind, v. a. immunmodulatorische Wirkungen 
(Produktion von IgA und IgM) auszulösen (BENYACOUB et al. 2003; ISOLAURI et al. 2004).  
Durch die Erweiterung der einfachen Detektion auf einen angestrebten Nachweis von EcN über 
die eigentliche Behandlungsphase hinaus, sollte eine mögliche Überlebensfähigkeit von EcN 
bestätigt werden. Das Überleben ist stark von internen Einflüssen wie z. B. der Magensäure 
abhängig. Das Magenmilieu von Hunden mit einem pH-Wert zwischen 1 und 3 ist mit dem von 
Kälbern und Schweinen zu vergleichen. Aus einigen vorangegangen Studien war bekannt, dass 
EcN-DNA bei diesen Tierarten zu detektieren war (VON BUENAU et al. 2005). Dies beruht mit 
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hoher Wahrscheinlichkeit auf der relativen Stabilität des verwendeten probiotischen Keims 
(BLUM-OEHLER et al. 2003a). Die physiologische Ausschwemmungsphase basiert auf der 
Passagezeit der Ingesta durch den Magen-Darm-Trakt (ZENTEK 2004). Als Bestätigung der 
Lebensfähigkeit ist somit ein positiver Nachweis von EcN-DNA nach mehr als 3 Tagen nach 
dem Applikationsende bzw. Tag 6 der Studie zu werten. Ein solcher zeitlicher Rahmen ist im 
Hinblick auf den beschleunigten Passageverlauf bei einer Diarrhöe-Erkrankung sogar großzügig 
gewählt. Die Überlebensfähigkeit während der Passage durch den Magen-Darm-Trakt wird wie 
beschrieben von einigen Autoren als Vorraussetzung einer Wirksamkeit probiotischer 
Mikroorganismen angesehen (DUNNE et al. 1999; GIBSON u. FULLER 2000). In Anbetracht 
der Tatsache, dass die Durchführung der molekulargenetischen Untersuchungen im Anschluss 
an die klinischen Untersuchungen durchgeführt wurden und die Gabe von EcN schon sehr gute 
Wirkungsergebnisse suggerierten, war es sehr interessant, ob diese Wirksamkeitsentfaltung mit 
einer Überlebensfähigkeit von EcN in Verbindung stand. 
In der vorliegenden Studie war es möglich zu zeigen, dass bei der Tierart Hund ein Nachweis 
bis 15 Tage nach Applikationsende bei einer Applikationsdauer von nur 3 Tagen möglich war. 
Bei allen EcN-behandelten Hunden, deren Kot mittels Direkt-PCR untersucht wurde, wurde 
Escherichia coli Stamm Nissle 1917 über die Ausschwemmungsphase hinweg nachgewiesen. 
Die untersuchten Placebo-Patienten wiesen hingegen in allen Proben keine EcN-spezifische 
DNA auf. Dies ist als Nachweis der Überlebensfähigkeit von EcN bei der Magen-Darm-Passage 
bei der Tierart Hund zu werten. Die sehr deutlichen DNA-Nachweise (dicke Banden) belegen 
eine Kolonisierungs- und Ansiedlungsfähigkeit von EcN. Die Ansiedlungsfähigkeit des 
eingesetzten probiotisch wirksamen E. coli Stamm Nissle 1917 konnte in früheren Studien 
mehrmals belegt werden (LODINOVAZADNIKOVA u. SONNENBORN 1997b). Entgegen den 
bisherigen Behauptungen, dass eine dauerhafte Ansiedlung nur durch eine dauerhafte Zufuhr 
möglich ist (ZENTEK et al. 1998; BAILLON et al. 2004) zeigen auch neuere Untersuchungen an 
anderen Probiotika, dass ein Nachweis über mehrere Monate nach Beendigung der 
Supplementierung in den Fäzes von Hunden möglich ist (MARCINAKOVA et al. 2006; 
STROMPFOVA et al. 2006). MARCINAKOVA u. STROMPFOVA sehen aber aus klinischer 
Sicht prinzipiell die Kolonisation der Mikroorganismen, auch wenn sie nur temporär stattfindet, 
wichtiger an als die dauerhafte Persistenz im Magen-Darmtrakt. Die Persistenz ist daher 
entgegen den Meinungen von GIBSON u. FULLER (2000) kein zwingender Indikator für die 
Ausbildung gesundheitsfördernder Effekte durch Probiotika. Auch eine vorübergehende 
Kolonisation kann diese schon ausbilden (ISOLAURI et al. 2004). So werden die klinischen 
Ergebnisse dieser Studie mit dem Nachweis der Ansiedlungsfähigkeit bekräftigt. Ein negativer 
Nachweis hätte aber die Wirksamkeit von EcN nicht ausgeschlossen. 
Überdies wurde bei einem Verum-Patienten schon in der ersten Kotprobe von Tag 1, d. h. ohne 
erfolgte Zufuhr von EcN, ein schwach positiver Nachweis geführt. Durch die räumlich getrennte 
Verabreichung von den jeweiligen Prüfmedikationen und der getrennten Aufbewahrung der 
Kotproben, ist eine Kontamination derselben auszuschließen. Mögliche Erklärungsansätze für 
diesen Befund fanden sich in der hohen Populationsdichte an Hunden in der Zentrumsregion 
des entsprechenden Patienten. Ein Kontakt mit einem zuvor in der Studie behandelten Hund ist 
Diskussion
Diskussion 
 
90 
daher nicht auszuschließen. Neben weiteren Kontaktpunkten wie dem Halter oder anderen 
Personen, ist vor allem eine physiologische Besiedlung des Magen-Darm-Traktes (KLETA et al. 
2006) in Betracht zu ziehen.  
In dieser Studie konnte abschließend nicht geklärt werden, aus welchem Grund dieser Hund 
schon in der ersten Kotprobe EcN aufwies. Zur Untersuchung möglicher Ansiedlungs-
möglichkeiten von EcN bei der Tierart Hund und der gegebenenfalls vorliegenden natürlichen 
Besiedlung sind daher weiterführende Studien notwendig. 
 
5.3.4.2 Mikrobiologische Untersuchungen 
Ziel der mikrobiologischen Untersuchung der Fäzes war es, den Einfluss des eingesetzten 
Escherichia coli Stamm Nissle 1917 auf Vertreter pathogener oder potentiell pathogener Keime 
der intestinalen Keimflora des Hundes zu untersuchen. Die Untersuchungen galten lediglich als 
begleitende Analysen. Die mikrobiologischen Untersuchungen erfolgten anhand quantitativer 
Bestimmung der Gesamtkeimzahl (GKZ) von Clostridium perfringens und einer qualitativen 
Analyse auf Salmonellen. Spezifische Färbungen und biochemische Untersuchungen zur 
eindeutigen Identifizierung der Kolonien wurden nicht durchgeführt.  
Der Vergleich der im Rahmen der Untersuchungen erhaltenen Keimzahlen mit Werten aus der 
Literatur gestaltet sich schwierig. Einige Autoren sehen in der Untersuchungsmethode 
„Anzüchtung auf Nährmedien“ die Schwierigkeit, die exakte GKZ in den Fäzes von Hunden zu 
bestimmen (GREETHAM et al. 2002; ISOLAURI et al. 2002; RASTALL 2004). Die Gefrierung, 
der anschließende Auftauakt und die geringen Probenmengen tragen zusätzlich zu möglichen 
Verschiebungen bei. 
Hunde gelten im Vergleich zu anderen Säugerspezies als wenig empfindlich, um sich mit 
Salmonellen anzustecken bzw. um infolge einer Salmonelleninfektion zu erkranken. Vielmehr 
dienen sie sowohl als Träger als auch als Ausscheider unterschiedlicher Salmonellenserovare 
(S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Indiana, S. Newport, S. Albany und S. Montevideo). Das 
Ansteckungsrisiko für den Menschen ist vergleichsweise mäßig, aber nicht vernachlässigbar. 
Gleichwohl ist eine klinisch manifeste Salmonellose auch bei dieser Tierart nicht unbekannt. Die 
natürliche Infektion und Ansteckung von Hunden mit Salmonellen erfolgt in der Regel durch 
Verabreichung von salmonellenhaltigem Futter. Nach bisherigen Kenntnissen treten bei Hunden 
klinische Erscheinungen, die primär auf eine Salmonellen-Infektion zurückzuführen sind, nur 
sehr selten auf. Vielmehr stehen latente Infektionen im Vordergrund. Umfangreichere Daten 
über die Epidemiologie der Salmonellen bei kleinen Haustieren liegen lediglich hinsichtlich der 
Prävalenz von Salmonella-Infektionen beim Hund vor. Im Rahmen der bakteriologischen 
Routinediagnostik wurden Salmonella-Isolierungsraten von 1,7 % bis 41,7 % bei an Durchfall 
erkrankten Tieren angegeben. Wertet man lediglich solche Studien aus, die Punktprävalenzen 
in Stichproben aus der Gesamtpopulation erfassen, dann liegen die Zahlen zwischen 1,7 % und 
4,3 %. Dies entspricht in etwa der geschätzten Häufigkeit von Salmonella-Infektionen in der 
Humanpopulation. Diese geringen Nachweisraten deuten darauf hin, dass die orale Aufnahme 
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von Salmonellen beim Hund selten zu einer länger andauernden oder gar persistierenden 
Infektion führen, sondern eher zu einer zeitlich limitierten Infektion (WIELER u. BAUERNFEIND 
1999). 
In der vorliegenden Arbeit wurde bei keinem der untersuchten Kotproben ein positiver 
Samonellennachweis geführt. Dies ist mit der aufgeführten niedrigen Prävalenz und dem 
intermittierenden Ausscheiden der Salmonellen zu erklären. 
Cl. perfringens zählt beim Hund zur normalen Darmflora. Durch negative Einflüsse über die 
Fütterung kann der Erreger an der Genese von Diarrhöen mitwirken. Es besteht ein 
nachweislich enger Zusammenhang zwischen dem Proteingehalt des Futters und der im 
Darminhalt nachweisbaren Clostridien-Anzahl. Hierdurch kommt es auch zu einer Steigerung 
der Enterotoxinbildung (MEYER u. ZENTEK 2005). Vor allem bindegewebsreiche einseitige 
Fütterung führt nach Beobachtungen bei Hunden zu Veränderungen in der Zusammensetzung 
der Darmflora, insbesondere zu einer Zunahme der Gehalte an Clostridium perfringens und 
einem Rückgang von Bifidobakterien und Laktobazillen (MEYER u. ZENTEK 2005). Dies 
basiert auf der durch proteinreiche Fütterung hervorgerufene Alkalisierung des Darmmilieus und 
der damit verbundenen pH-Wert Absenkung. Zudem begünstigt diese Fütterung die Ansiedlung 
exogener Bakterien oder auch Sprosspilze. Hierdurch schwankt schlussendlich das intestinale 
Ökosystem und selbst geringe Belastungen können eine klinisch manifeste Durchfallerkrankung 
hervorrufen. Aus diesen Gründen ist ein möglichst niedriger Gehalt an Cl. perfringens im Kot 
von Hunden wünschenswert.  
Es ist sehr schwierig, die geringen Veränderungen während des Studienzeitraums der 
Gesamtkeimzahl von Clostridium perfringens auf einzelne Faktoren, wie etwa die orale 
Applikation von Probiotika, zurückzuführen, da Hunde im Allgemeinen auf Änderungen in der 
Futterzusammensetzung zum Teil mit erheblichen Verschiebungen innerhalb der Intestinalflora 
(Meyer 1998) reagieren. Dies stimmt mit den Ergebnissen der eigenen Untersuchungen 
überein. Hier hatten Hunde, die eine anfängliche hohe Clostridien-Konzentration aufwiesen, 
zuvor überwiegend proteinreiche Nahrung verabreicht bekommen (Dosenfutter, Fleisch siehe 
Anhangstabelle XXXV). Durch die einheitliche Nahrungskarenz und anschließende diätetische 
Maßnahmen sank in beiden Behandlungsgruppen bei 71 % der Tiere die Anzahl der 
Clostridien. Nach Abschluss der diätetischen Maßnahmen und Übergang zur normalen 
Fütterung stieg bei 50 % der Patienten der Clostridien-Gehalt wieder an. Im Durchschnitt 
sanken aber die Clostridien-Konzentrationen bis zum Abschluss der Studie deutlich. Betrachtet 
man die einzelnen Behandlungsgruppen, so wiesen die Cl. perfringens positiven Verum-
Patienten zu Anfang der Studie in der ersten Kotprobe durchschnittlich geringere Keimzahlen 
des Erregers auf als die entsprechende Vergleichsgruppe. In den Proben der 
Kontrolluntersuchung reduzierte sich bei den Hunden, die EcN erhielten, der durchschnittliche 
Gehalt an Cl. perfingens. Die Tiere, die lediglich das Placebo-Präparat erhielten, wiesen 
dagegen einen steigenden mittleren Gehalt an Clostridien auf. Bei der Abschlussuntersuchung 
sind die Ergebnisse beider Gruppen auf einen niedrigen durchschnittlichen Wert gesunken. 
Auch hier befanden sich die Konzentrationen der Verum-Patienten durchschnittlich etwas 
niedriger im Vergleich zur Placebo-Behandlungsgruppe. So kann die sich reduzierte mittlere 
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GKZ von Cl. perfringens bei den Verum-Patienten zum Zeitpunkt der Kontrolluntersuchung im 
Vergleich zur wachsenden Anzahl bei der Vergleichsgruppe durchaus auf eine Wirkung von 
EcN zurückzuführen sein. Wie vorherige in vitro Untersuchungen ergaben, ist Escherichia coli 
Stamm Nissle 1917 prinzipiell dazu in der Lage, über die Ausbildung so genannter 
„Fitnessfaktoren“ wie die Bildung von Bakteriozinen und Mikrozinen sich gegenüber anderen 
Mikroorganismen durchzusetzen (MCCANN et al. 1992; BOUDEAU et al. 2003). Auch andere 
Probiotika wie Enterococcus faecium und unterschiedliche Laktobazillen zeigen diese 
Eigenschaft (RINKINEN et al. 2003) ). Dennoch wird die Aussagekraft der Ergebnisse aber 
durch die hohe Streuung der Einzelwerte bei der Gesamtkeimzahl relativiert und die 
Unterschiede erreichten zu keinem Zeitpunkt Signifikanzniveau. 
Bei den Clostridien ist es durchaus möglich, dass Tiere, die keinen Nachweis aufzeigten, 
tatsächlich keine Clostridien im Kot enthielten. Es wäre dann bei der Auswertung eigentlich nur 
die durchschnittliche Zahl bezogen auf alle Tiere einer Gruppe zu berücksichtigen, um die 
Ergebnisse nicht zu verfälschen. Aber auch falsch negative Ergebnisse sind möglich, wenn die 
ursprüngliche Clostridien-Anzahl sehr niedrig war, so dass nach dem Gefrierakt und dem 
erneuten Auftauen keine Clostridien mehr nachzuweisen waren. Clostridien sind sehr 
empfindlich und ihr Nachweis sinkt im aeroben Milieu exponentiell. Die absolute Zahl der 
nachgewiesenen Clostridien ist somit stark zeitabhängig und deshalb nur schwer verwertbar. In 
Anbetracht der Tatsache, dass aber für alle Proben dieselben Voraussetzungen galten, ist ein 
Vergleich der Gruppen untereinander durchaus zu rechtfertigen.  
BENNO u. MITSUOKA (1992) geben für junge Beagles Durchschnittswerte von 0,039 x 107 
KbE und für erwachsene 63,0 x 107 KbE Cl. perfringens pro g Kot an. Bei AMTSBERG et al. 
(1989) schwanken die Werte beim Einzelhund abhängig von der Fütterung zwischen 3,1 x 107 
und 1000 x107 KbE /g Kot, bei SIMPSON et al. (2002) zwischen 0,56 und 2,09 x 107 je nach 
Fütterung, Rasse und Alter. In den eigenen Untersuchungen wurden beim Einzeltier zwischen 
0,3 ± 1,0 x 109 und 4,0 ± 15,5 x 109 KbE/ g Kot gefunden Diese höheren Keimgehalte in den 
eigenen Untersuchungen entsprechen der Auffassung, dass eine höhere GKZ zu 
gastrointestinalen Störungen führen kann (MAYR u. ROLLE 2002) und sind somit auch als 
Ursache für das bestehende Durchfallgeschehen zu sehen. 
 
5.3.5 Verträglichkeit und Sicherheit von EcN 
Im Zulassungsverfahren mikrobiologischer Arzneimittel spielt die Verträglichkeit und Sicherheit 
eine außerordentlich bedeutende Rolle. Dies resultiert aus der Tatsache, dass sie als 
Alternative zu bereits bestehenden Therapien eingesetzt werden sollen. Daher sollten sie vor 
allem in Hinsicht auf die Sicherheit diesen keineswegs nachstehen und unterstehen daher 
gleichermaßen den Anforderungen des geltenden Arzneimittelgesetzes.  
Basierend auf ihrem allgemeinen Wirkmechanismus besitzen Probiotika theoretisch Risiken, 
adverse Effekte auszulösen (SALMINEN et al. 1998; ISHIBASHI und YAMAZAKI 2001; SENOK 
et al. 2005; BOYLE et al. 2006; REID 2006). Probiotika werden in Nahrungsmitteln schon über 
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einen sehr langen Zeitraum verarbeitet und gelten daher als „generell sicher“ („generally 
recognized as safe“ = GRAS). Doch die potentielle Fähigkeit bestimmter probiotischer Stämme, 
die Magenpassage zu überleben und sich an die intestinale Mukosa zu heften, könnte ein 
Risiko der bakteriellen Translokation und als Folge eine Bakteriämie oder gar Sepsis nach sich 
ziehen (ISOLAURI 2003). So wies z. B. Lactobacillus pentosus WE7 (LP) bei in vivo 
Untersuchungen an Fohlen entgegen der zuvor bei in vitro Untersuchungen nachgewiesenen 
antagonistischen Wirkung nachteilige oder gar negative Effekte auf (zitiert JULLIAND u. 
ZEYNER 2008). Ein signifikant höherer Anteil der in dieser Studie probiotisch versorgten Fohlen 
litt gegenüber der Vergleichgruppe länger an Diarrhöe, zeigte Apathie, Anorexie sowie vermehrt 
Kolikbeschwerden. Dies zeigt, dass auch vermeindlich als sicher geltende Probiotika bei 
bestimmten Populationsgruppen negative Wirkungen erzielen können. Daher ist es 
unvermeidlich, mirkrobielle Arzneimittel zur Überprüfung ihrer Sicherheit im 
Zulassungsverfahren an so genannten Risikogruppen zu ertesten (SNYDMAN 2008). Bei den 
hier teilnehmenden Patienten handelte es sich nicht um Risikopatienten im Sinne der von 
SNYDMAN (2008) genannten Definition. Dennoch wird das potentielle Risiko der Translokation 
aufgrund der zugrunde liegenden gastrointestinalen Erkrankung und der damit verbundenen 
Störung des intestinalen Gleichgewichts und der erhöhten Durchlässigkeit der intestinalen 
Barriere verstärkt. Für den in dieser Studie angewandten E. coli Stamm Nissle 1917 liegen trotz 
der langen Anwendungsgeschichte bislang keine Berichte von ernsten Zwischenfällen vor 
(HOFFMANN u. KRUIS 2002). Die Sicherheit der Therapie beruht auf der Apathogenität von 
EcN. Er ist mikrobiologisch, biochemisch und serologisch sowie molekulargenetisch eingehend 
charakterisiert (BLUM et al. 1995; STENTEBJERG-OLESEN et al. 1999; GROZDANOV et al 
2002). Hierbei wurde überdies festgestellt, dass EcN keine Toxine bildet und nicht in der Lage 
ist, im Blutserum zu überleben. Weiter wurde keine Invasivität festgestellt, d. h. EcN besitzt 
nicht die Fähigkeit, das Darmlumen um in Zellen oder Gewebe einzudringen. Des Weiteren 
weist EcN eine außerordentliche genetische Stabilität auf, so dass der Stamm nicht in der Lage 
ist, pathogene Eigenschaften im Darm anwesender Bakterien zu übernehmen.  
Im Rahmen der durchgeführten Untersuchungen wurden mithilfe unterschiedlicher Parameter 
Rückschlüsse auf die Verträglichkeit und Sicherheit von EcN als Arzneimittel bei der Tierart 
Hund überprüft. Als Sicherheitsparameter dienten dabei die hämatologischen und 
blutchemischen Untersuchungsergebnisse, als Parameter der Verträglichkeit neben dem 
bereits aufgeführten Gesundheitszustandes auch der Akzeptanz der Prüfmedikation. 
Die Akzeptanz der Studienmedikation war bei allen Tieren durchschnittlich mit gut zu bewerten 
(siehe Anhangstabelle XXXVIII) Dies stimmt mit Untersuchungen von BAILLON et al. (2004) 
sowie WEESE u. ANDERSON (2002) überein, die ebenso eine gute Verträglichkeit der 
Verabreichung probiotischer Stämme feststellten. Der überwiegende Anteil der Hunde nahm 
bereitwillig die Suspension auf. Lediglich einzelne Patienten sträubten sich bei der Eingabe. 
Dies war zum einen auf den Salzgehalt der Suspension, zum anderen auf die Darreichungsform 
als wässrige Lösung selbst zurückzuführen. Die manuelle Eingabe einer Suspension in den 
Fang der Hunde führte in einigen Fällen bei zu schneller Eingabe zum Auslösen des 
Würgereflexes und gegebenenfalls reflexartigem „Ausspucken“. Wurde das Medikament 
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anschließend langsamer verabreicht, zeigten diese Patienten schließlich in den meisten Fällen 
eine gute Akzeptanz. Ein weiteres Kriterium zur reduzierten Akzeptanz war die Tatsache, dass 
der Fang des Hundes manipulativ durch den Besitzer oder den Prüftierarzt geöffnet werden 
musste. Dies führte bei einigen Patienten bereits zu Abwehrreaktionen. Für zukünftige 
Untersuchungen oder bei der Anwendung in der Praxis sollte daher eine Gabe mit dem Wasser 
bzw. nach erfolgter Nahrungskarenz auch mit dem Futter bevorzugt werden. 
Weiter verbesserte sich während des Studienzeitraums der Gesundheitszustand wie unter 
Punkt 5.3.2.1 aufgeführt in beiden Versuchen. Auch dies lässt Rückschlüsse auf eine gute 
Verträglichkeit zu.  
Ziel der hämatologischen und blutchemischen Untersuchungen der Patienten war es, mit Hilfe 
der erhobenen Daten schwerwiegende Diarrhöe-bedingende Grunderkrankungen zu ermitteln 
und anhand einzelner Parameter die Sicherheit der Applikation zu verfolgen. Aufgrund der 
geforderten Standardisierung labordiagnostischer Untersuchungen (WILLARD u. TVEDTEN 
2006), wurden die in dieser Studie analysierten Werte mit klinisch gültigen Referenzbereichen 
(KRAFT 2005) verglichen. Diese Maßnahme wurde notwendig, da in dieser als multizentrisch 
konzipierten Feldstudie unter Praxisbedingungen unterschiedliche Untersuchungszentren für 
die hämatologischen und blutchemischen Analysen verwendet wurden. Dies ist zwar im 
Hinblick auf die gewünschte Standardisierung kritisch zu betrachten, aufgrund der in jedem 
Untersuchungszentrum vorliegenden Akkreditierung und Ringversuchszertifikate aber 
vernachlässigbar. Die Differenz der Ergebnisse ist aufgrund der geringen Varianz der 
Untersuchungsergebnisse einzelner Labore sehr gering und die einzelnen Ergebnisse waren 
daher miteinander vergleichbar. 
Die Untersuchung der hämatologischen Parameter ergab bei den untersuchten Proben im Mittel 
keine wesentlichen Unterschiede zu den angegebenen Referenzbereichen (siehe 
Anhangstabelle IX und Anhangstabelle X). In Einzelfällen wurden gering- bis hochgradige 
Abweichungen gefunden, die gegebenenfalls zum Ausschluss eines Patienten führten. Die 
einzelnen Parameter geben unterschiedlichen Aufschluss zum einen über den Schweregrad der 
vorliegenden Erkrankung (Leukozytenzahl, HKT, Erythrozytenzahl), zum anderen über die 
Sicherheit des angewandten Probiotikums (Leukozyten).  
Auch die Untersuchung der blutchemischen Parameter ergab bei den untersuchten Proben im 
Mittel keine wesentlichen Veränderungen zu den angegebenen Referenzbereichen. Lediglich 
die durchschnittlichen Kreatininwerte lagen im beren Drittel des angegebenen 
Referenzbereiches, was in Zusammenhang mit der Symptomatik „Diarrhöe“ gesehen werden 
sollte. In Einzelfällen wurden bei den untersuchten Paramtern gering- bis hochgradige 
Abweichungen gefunden, die gegebenenfalls zum Ausschluss eines Patienten führten. Die 
Erhöhung der erhobenen Nierenparameter Harnstoff und Kreatinin sowie die Leberparameter 
ALT, AST, GGT und Bilirubin stehen für Veränderungen der jeweiligen Organstruktur, können 
im Kontext aber mannigfaltige Ursachen haben. So üben gastrointestinale Beschwerden auch 
Wirkungen auf die organspezifischen Enzyme aus. Gering- bis mittelgradige Veränderungen 
der Leberenzyme finden sich bisweilen häufig bei akuten mittelschweren bis schweren primären 
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oder sekundären Enteritiden. Auch eine Azotämie wird bei diesem Krankheitsbild häufig 
aufgrund von Gewebszerstörungen des Darmepithels und dadurch Einblutungen vorgefunden 
(SUTER 2006). Eine einfache Harnstofferhöhung resultiert möglicherweise aufgrund einer zuvor 
verabreichten proteinreichen Fütterung (MEYER u. ZENTEK 2005). Die im Überschuss 
aufgenommenen Aminosäuren werden in der Leber desaminiert und die Abbauprodukte über 
die Nieren ausgeschieden. Unter Berücksichtigung der unter Punkt 5.3.4.2 dargestellten 
Zusammenhänge proteinreicher Fütterung und der Verschiebung der Homöostase des 
Darmmilieus, ist es wahrscheinlich, dass eine Beziehung zwischen dieser und den veränderten 
Blutparametern besteht. 
In der vorliegenden Arbeit wurden solche Veränderungen bei einem geringen Anteil der 
Patienten festgestellt. Im Vergleich mit den vorliegenden Kotkonsistenzen, Beimengungen 
sowie Gesundheitszuständen entsprach dies der theoretischen Einordnung in die 
unterschiedlichen Formen von Enteritiden.  
Zwei der untersuchten Patienten wiesen schon bei der Aufnahmeuntersuchung stark erhöhte 
Harnstoff- und Kreatininwerte auf, die eine weitere Erhöhung bei der Kontrolluntersuchung 
aufzeigten. Beide Patienten erhielten in dieser Zeit die probiotisch wirksame Prüfmedikation und 
zeigten keine Veränderungen des Allgemeinbefindens. Aufgrund der genetischen Stabilität von 
EcN und der nachgewiesenen Sicherheit (GROZDANOV et al. 2004; SUN et al. 2005) sowie 
der antagonistischen Wirkung auf den möglicherweise für die Veränderungen ursächlichen 
enterohämolytischen Escherichia coli (EHEC) (BOUDEAU et al. 2003; ALTENHOEFER et al. 
2004; WEHKAMP et al. 2004) ist eine Begünstigung dessen, bei der Ausbildung eines akuten 
Nierenversagens mit an Sicherheit grenzender Wahrscheinlichkeit auszuschließen.  
 
5.4 Schlussfolgerung und Ausblick  
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden erste grundlegende Erkenntnisse zum Einsatz des 
probiotisch wirksamen Escherichia coli Stamm Nissle 1917 als Arzneimittel bei 
gastrointestinalen Störungen mit der Leitsymptomatik „Diarrhöe“ bei der Tierart Hund 
gewonnen. 
Aus den vorliegenden Ergebnissen lässt sich ableiten, dass der verwendete Stamm (EcN) in 
der Lage ist, die Magen-Darm-Passage bei solch erkrankten Hunden lebensfähig zu 
überwinden. Dies entspricht den Anforderungen, die an Mikroorganismen, die als Probiotika 
eingesetzt werden, gestellt werden. Hierunter fallen zum Beispiel ihre funktionellen 
Eigenschaften wie die Lebensfähigkeit und die Persistenz im Magen-Darmtrakt (DUNNE et al. 
2001; GIONCHETTI et al. 2002; RASTALL et al. 2005; REID 2006). 
Die Tatsache, dass ein Teil der stärksten Banden in der EcN-spezifischen PCR-Untersuchung 
nach der physiologischen Ausschwemmungsphase auftraten, spricht für eine gute 
Kolonisationsfähigkeit dieses Stammes im Magen-Darm-Trakt des Hundes. Der positive 
Nachweis via PCR zeigt, dass die gewählten Dosierungen ausreichen, um sicherzustellen, dass 
eine ausreichend hohe und damit letztlich auch wirksame Keimzahl in den Darm gelangt. Der 
Diskussion
Diskussion 
 
96 
schwach positive Nachweis der DNA von EcN vor seiner Applikation bei einem Patienten, lässt 
die Frage offen, ob eine physiologische Besiedlung mit EcN bei der Tierart Hund möglich ist. In 
den vorliegenden Untersuchungen konnte die Herkunft nicht nachvollzogen werden. 
In der vorliegenden Studie wurde weiter gezeigt, dass Escherichia coli Stamm Nissle 1917 
einem Placebo in der Behandlung eines akuten Durchfalls bei der Tierart Hund signifikant 
überlegen ist. Dies betrifft sowohl die Ansprechrate (Tage bis zum ersten Mal wieder normal 
fester Kotabsatz) als auch die Zeitdauer bis zum Therapieerfolg (Tage bis mindestens drei Tage 
normal fester Kotabsatz). 2,2 Tage Zeitgewinn sind klinisch sehr relevant. Die Wirkung von EcN 
beruht hier mit hoher Wahrscheinlichkeit auf seinen stammspezifischen Eigenschaften. Über 
welche Wirkmechanismen im Speziellen EcN diese Wirkung ausübt, ist aus diesen Ergebnissen 
jedoch nicht abzuleiten. Die akute Diarrhöe hat aus der klinischen Praxis heraus eine 
erfahrungsgemäß hohe Selbstheilungsrate. Dieser Effekt wurde auch in dieser Studie unter 
Placebo (64,7 %) beobachtet. Umso bedeutsamer ist es, dass mit Escherichia coli Stamm 
Nissle 1917 dieser hohe Schwellenwert mit 79,4 % überwunden werden konnte. Dies spricht für 
eine eindeutig pharmakologische Wirkung von EcN bei akuten Enteritiden.  
In beiden Versuchen wurden bei allen Patienten keine negativen klinischen Reaktionen 
nachgewiesen. Diese Ergebnisse legen in Übereinstimmung mit den Anforderungen an 
mikrobielle Arzneimittel nahe, dass EcN in den applizierten Dosen für die Tierart Hund 
verträglich und sicher ist.  
Die geringgradigen Veränderungen der bakteriellen Zusammensetzung der Clostridien-
Population in der Darmflora und die Kolonisierungsfähigkeit von EcN lassen die Vermutung zu, 
dass diese Wirkungen teils auf der Unterdrückung bzw. Verdrängung pathogener oder fakultativ 
pathogener Keime beruhen.  
Die Ergebnisse der vorliegenden Studie empfehlen daher weiterführende Untersuchungen über 
die Wirkungsmechanismen von Escherichia coli Stamm Nissle 1917 bei gastrointestinalen 
Erkrankungen mit der Leitsymptomatik „Diarrhöe“ bei Hunden. Insbesondere sollte auf die 
mögliche antagonistische Eigenschaft von Escherichia coli Stamm Nissle 1917 auf Clostridium 
perfringens eingegangen werden. Dies wurde bislang in keiner Studie belegt. Lediglich die 
Verdrängung anderer pathogener Keime durch EcN konnte in einigen Untersuchungen 
nachgewiesen werden. Des Weiteren sollten über adäquate Analysen die immunmodulierenden 
Eigenschaften, die EcN bei gastrointestinalen Störungen ausübt, bei der Tierart Hund überprüft 
werden. 
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Der probiotische Escherichia coli Stamm Nissle 1917 (EcN) wird in der Humanmedizin seit über 
80 Jahren als Arzneimittel zur Behandlung gastrointestinaler Erkrankungen und Beschwerden 
angewendet. In der Tiermedizin im Bereich Nutztierhaltung wurde EcN im Jahr 2005 als erstes 
probiotisches Tierarzneimittel in Deutschland zur Prophylaxe von Frühdurchfällen bei Kälbern 
zugelassen. 
Im Kleintierbereich werden Probiotika bisher nur als Futtermittelzusatzstoffe eingesetzt. Mit 
ihnen soll über die Beeinflussung der Darmflora und des Immunsystems die Gesundheit der 
Tiere gefördert werden. Kontrollierte randomisierte Studien zur Anwendung von Probiotika als 
Therapeutikum bei der Tierart Hund fehlen bis dato.  
Die in dieser Arbeit aufgezeigten Ergebnisse wurden in einer kontrollierten randomisierten 
veterinärklinischen Studie gewonnen. Ihr Ziel war es, die Wirksamkeit und Verträglichkeit von 
Escherichia coli Stamm Nissle 1917 bei gastrointestinalen Dysregulationen mit der 
Leitsymptomatik Diarrhöe bei der Tierart Hund zu untersuchen. 
Die durchgeführte Studie wurde in einen Versuch A und einen Versuch B. unterteilt. Ersterer 
enthält die Ergebnisse der eigenen Untersuchungen aus dem Versuchszentrum Kleintierklinik 
Elversberg, Deutschland. In Versuch B sind die Ergebnisse der anderen 7 beteiligten 
Behandlungszentren dargestellt. In letzteren wurden die Untersuchungen von den jeweils 
ortsansässigen Prüftierärzten durchgeführt.  
Jeder geeignete Patient wurde für einen Zeitraum von 18 Tagen in die Studie aufgenommen. 
Auf eine dreitägige Behandlungs-/Beobachtungsphase folgte eine fünfzehntägige 
Beobachtungsphase. Während der Behandlungs-/Beobachtungsphase wurde dem Patienten 
zweimal täglich die entsprechende Prüfmedikation (Placebo oder Verum) durch den Besitzer 
gegeben. Die Dosierung richtete sich nach dem Gewicht des Tieres. Hunde bis zu einem 
Gewicht von 10 kg erhielten morgens und abends je 1 Ampulle, Hunde zwischen 10 und 25 kg 
zweimal täglich 2 Ampullen und Hunde über 25 kg zweimal täglich 3 Ampullen per os 
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verabreicht. Die Ampullen fassten ein Volumen von 5ml. Verum enthielt je Milliliter 108 
lebensfähige EcN Bakterien in einem Salz-Puffer. Das Placebo bestand aus dem Salz-Puffer 
ohne Zusatz von EcN.  
Neben den allgemein klinischen Parametern zur Beurteilung des Gesundheitszustandes der 
Tiere (Hämatologie, blutchemische Untersuchungen, Allgemeinzustand) wurden 
verdauungsphysiologische Parameter (Fäzeskonsistenz, Defäkationsfrequenz) zur Beurteilung 
der Wirksamkeit von EcN erhoben. Zur Bestimmung der intestinalen Mikroflora (u. a. 
Clostridium perfingens, mesophile aerobe Gesamtkeimzahl) und zum Nachweis der Passage 
von EcN durch den Magen-Darm-Trakt des Hundes dienten kulturelle bzw. 
molekularbiologische (PCR) Untersuchungsverfahren. 
Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass die Applikation von Escherichia coli Stamm 
Nissle 1917 einen maßgeblichen Einfluss auf das Durchfallgeschehen ausübt. So erreichten die 
Patienten der Verum-Behandlungsgruppe durchschnittlich 2,1 Tage früher als die Patienten der 
Vergleichsgruppe den ersten Tag mit normal fester Kotkonsistenz. Unter der Annahme, dass 
die Diarrhöe erst mit Beginn von mindestens drei aufeinander folgenden Tagen mit normal 
fester Kotkonsistenz beendet ist, zeigten die Patienten der Verum-Behandlungsgruppe eine um 
2,7 Tage kürzere Erkrankungsdauer. Die Defäkationsfrequenz reduzierte sich mit Genesung 
der Patienten auf den physiologischen Wert von zwei bis drei Kotabsätze pro Tag. 
Die Fähigkeit eines Probiotikums die Magen-Darm-Passage des Makroorganismus zu 
überleben ist von grundlegender Bedeutung für seine dortige Ansiedlung und Wirksamkeit. Um 
zu untersuchen, ob EcN in der Lage ist, die Magen-Darm-Passage bei der Tierart Hund zu 
überleben, wurden von 6 Tieren der Verum-Behandlungsgruppe und 4 Tieren der 
PlaceboBehandlungsgruppe aus Versuch A Kotproben gewonnen. Mit Hilfe der PCR wurde 
EcN-spezifische DNA im Kot der behandelten Tiere nachgewiesen. Bis 15 Tage nach Absetzen 
der Medikation konnte ein positiver Nachweis geführt werden. Hieraus kann geschlossen 
werden, dass Escherichia coli Stamm Nissle 1917 die Magen-Darm-Passage bei der Tierart 
Hund lebensfähig überwindet und sich dort für Zeiträume von mindestens 15 Tagen ansiedeln 
kann. 
Die durchgeführten mikrobiologischen, hämatologischen und klinischen Untersuchungen 
zeigten keine statistisch gesicherten Unterschiede zwischen den beiden Behandlungsgruppen. 
Einflüsse der Applikation von EcN auf hämatologische Komponenten bzw. blutchemische 
Parameter wurden nicht nachgewiesen. Des Weiteren wurden im gesamten Studienzeitraum 
keine statistisch relevanten Unterschiede bezüglich der Gesundheit der Hunde festgestellt. 
Die vorliegenden Ergebnisse zur Anwendung von EcN bei Hunden mit gastrointestinalen 
Dysregulationen geben erste wichtige Hinweise, zur Aufklärung der spezifischen 
Wirkmechanismen sind jedoch weitere Untersuchungen erforderlich. 
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In human medicine, the probiotic Escherichia coli strain Nissle 1917 (EcN) has been used in 
treating gastrointestinal disorders and diseases for more than 80 years. In veterinary medicine 
EcN obtained a licence in livestock husbandry as the first probiotic veterinary drug for 
prophylaxis of diarrhoea in newborn calves in Germany in 2001. 
In small animal health probiotics have only been used as feeding additives. Via influencing gut 
flora and immune system they are thought to improve animal health. So far, controlled 
randomized studies on the application of probiotic drugs especially for the species dog have not 
been reported. 
The results presented in this work were raised in a controlled randomized veterinary clinical 
study. The objective was to analyse efficacy and tolerance of administration of EcN in dogs 
suffering from gastrointestinal dysregulation with the prominent symptom diarrhoea. 
The performed study was divided into the experiments A and B. The former comprises the 
results of study-centre Kleintierklinik Elversberg, Germany, which have been raised personally. 
Experiment B comprises the results of seven other participating study-centres where the 
examinations were conducted by respective local veterinarian investigators.  
Each eligible patient was enrolled in the study for 18 days. After a three-day phase including 
treatment and observation all animals were observed only for additional fifteen days. The study-
medication (placebo or verum) was administered orally by the owner twice daily. The given daily 
dose was weight dependent. Dogs up to a body mass of 10 kg received one vial, dogs between 
10 and 25 kg two vials and dogs heavier than 25 kg three vials as single dose. Each vial 
comprised a volume of 5 ml. Verum contained 108 viable EcN bacteria per millilitre in a salty 
buffer. The placebo consisted of the salty buffer only. 
Beside general clinical parameters for the evaluation of animal health (haematology, serological 
analysis, and general condition) digestive-physiological parameters (stool consistency, 
frequency of faecal evacuation) were raised to evaluate the efficacy of EcN. 
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Determination of facultative or obligatory pathogenic bacteria of the intestinal microflora 
(Clostridium perfingens, Salmonellae) and proof of the passage of EcN through the canine 
gastrointestinal tract were performed by bacteriological and molecular biological (PCR) analysis 
procedures. 
The results of this study show that administration of EcN influences the course of diarrhoea. 
Thus, patients treated with verum reached the first day with firm stool consistency 2.1 days 
earlier than the patients of the control group. Assuming that the diarrhoea is finished with the 
onset of at least three subsequent days with normal firm stool consistency, patients of the 
verum-treated group showed a 2.7 day shorter illness duration. With the recovery of the patient, 
the frequency of fecal evacuation was reduced to an average of two to three defecations per 
day. 
The ability of a probiotic to survive the gastrointestinal tract of the macro-organism is essential 
for its adhesion and efficacy there. To examine whether EcN is able to survive the 
gastrointestinal passage of dogs, stool samples were collected from six animals of the verum-
treated group and four animals of the placebo-treated group from experiment A. EcN specific 
DNA was detected in stool of all treated animals up to fifteen days after last administration. 
Hence, it can be concluded, that EcN is able to pass the canine gastrointestinal tract in a viable 
state and can colonize there for at least 15 days. 
The analysed microbiological, haematological and clinical parameters show no statistically 
significant differences in between the two treatment groups. An influence of the application of 
EcN on haematological components and serological parameter, respectively, could not be 
shown. Furthermore, no statistically significant differences considering the health of the canine 
could be observed during the whole duration of the study. 
The presented results regarding the use of EcN in canine with gastrointestinal dysregulation 
offer first important evidence. However, further studies especially to elucidate the specific mode 
of action are necessary. 
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Anhang A Studienzentren und zuständige Behörden 
Anhangstabelle I: Studienzentren (Studienzentrum definiert als niedergelassene 
kurative Kleintierpraxis oder –klinik) 
Zentrum Anschrift 
Zentrum 1 
Kleintierklinik Elversberg, Dr. Pack und Dr. Scherer;  
Hüttenstraße 20 
66583 Spiesen-Elversberg, Deutschland 
Zentrum 2 
Frau Dr. Alrun Müller 
Tierärztliche Klinik Wuppertal 
Friedrich-Engels-Allee 105 
42285 Wuppertal 
Zentrum 3 
Dr. med. vet. Gereon Viefhues, Dr. med. vet. Andreas Kirsch 
Tierärztliche Klinik Ahlen 
Bunsenstrasse 20 
59229 Ahlen/Westfalen 
Zentrum 4 
Kleintierpraxis Arnstadt 
Dr. med. vet. Olaf Gensen 
Rehestädter Weg 9 
99310 Arnstadt 
Zentrum 5 
Tierklinik Wittenberg 
Dr. med. vet. Streubel 
Fröbel 25 
06886 Wittenberg 
Zentrum 6 
Kleintierpraxis Deersheim 
Dr. med. vet. Karin Böhland 
Im Winkel 3 
38835 Deersheim 
Zentrum 7 
GP Dr. med. vet. Rust 
Am Bahnhof 1 
06198 Salzmünde 
Zentrum 8 
GP Dr. med. vet. Rust 
Obermühlenweg 11 
06333 Hettstedt 
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Anhangstabelle II: Zuständige Behörden (Anzeige der klinischen Studie) 
Zentrum zuständige Behörde 
Zentrum 1 
Dr. M. Adami  
Ministerium f. Frauen, Arbeit, Gesundheit und Soziales 
Postfach 10 24 53 
66024 Saarbrücken 
Franz-Josef-Röder-Str. 23 
66119 Saarbrücken 
Zentrum 2 
Herr Dr. Rauscher 
Bezirksregierung Düsseldorf 
Cecilienallee 2 
40474 Düsseldorf 
Zentrum 3 
Herr / Frau Schmissas 
Bezirksregierung Münster 
Dezernat 50  
Domplatz 1-3 
48143 Münster 
Landrat des Kreises Warendorf 
Veterinär und Lebensmittel-
überwachungsamt 
Postfach 110561 
48207 Warendorf 
Zentrum 4 
Herrn Dr. Teuscher 
Thüringer Ministerium für Soziales und Gesundheit, Abteilung 5 
Werner-Seelenbinder-Str. 6 / 99096 Erfurt 
oder 
Postfach 10 12 52 / 99012 Erfurt 
Zentrum 5 
Herrn Dr. Kasan (Hr. Hellner) 
Landkreis Wittenberg  
Veterinäramt 
Breitscheidstraße 3 / 06886 Wittenberg 
Zentrum 6 
Landesverwaltungsamt Sachsen 
Anhalt 
Referat 605 
Dienstgebäude Neustädter 
Passage 15 
06122 Halle / Saale 
Frau Amtstierärztin Christine 
Sapandowski 
Landkreis Halberstadt 
Veterinäramt 
Friedrich-Ebert-Str. 42 /  
38820 Halberstadt 
Zentrum 7 und 8 
Landesverwaltungsamt Sachsen Anhalt 
Referat 605 
Dienstgebäude Neustädter Passage 15 
06122 Halle / Saale 
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Anhang C : Verwendete Chargen 
Anhangstabelle III: Verwendete Chargen der Prüfmedikationen in Versuch A und B 
 Chargenbezeichnungen 
Verum 411450 
441530 
521580 
541670 
621730 
431490 
676561 
Placebo 976561 
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Anhang D Verbrauchsmaterialien, Chemikalien, Geräte  
Anhangstabelle IV: Verbrauchsmaterialien 
Verbrauchsmaterialien Hersteller 
Pipetten   
SL-Pette Standard, 50-200µl SLG®, Gauting (GER) 
Biohit Proline, 50-1200µl 
Biohit, Rosbach v. d. Höhe (GER) 
Biohit Proline, 0,5-10µl 
Biohit Proline, 2-20µl 
Biohit Proline, 1000µl 
Finnpipette®, 5-50µ 
ThermoLabsystems, Waltham (UK) 
Finnpipette® 
Pipettenspitzen   
Finntip® Thermo Electron Corporation, 
Langenselbold (GER) 
Standard-Pipette Roth, Karlsruhe (GER) 
Biozym Spitzen 10µl Biozym Scientific GmbH, Oldendorf 
(GER) 
Biohit 50.1200µl Biohit, Rosbach v. d. Höhe (GER) 
Impfschlingen/-ösen (blau, 10µl) Sarstedt AG & Co., Nümbrecht (GER) 
Reaktionsgefäße   
Mikro-tubes Sarstedt AG & Co., Nümbrecht 
Eppendorf-Cube (1ml) Eppendorf, Hamburg 
DNeasy-Minisäule Quiagen, Hilden 
Reaktionsgefäßständer Roth, Karlsruhe 
Probenbeutel Rotilabo®-Probenbeutel Roth, Karlsruhe 
PCR-Reaktionsröhrchen Eppendorf, Hamburg 
Kotröhrchen  
LABOKLIN GmbH&Co.KG, Bad 
Kissingen, Deutschland 
Li-Heparin Röhrchen  
EDTA-Röhrchen  
Fecalizer®  EVSCO Pharma Ceuticals, USA 
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Anhangstabelle V: Geräte 
Geräte Hersteller 
Zentrifugen   
Centrifuge 5424 Zentrifuge Eppendorf, Hamburg 
Zentrifuge Saarland  
Heizer   
Dry Block Heater Du Pont Qualicon 
Bax®-System  
Elektrophorese-Kammer  Roth, Karlsruhe 
UV-Schutzbrillen   
Sekuroka® Roth; Karlsruhe 
Waage   
Denver Instrument APX-402 Denver Instrument, Denver (USA) 
Ohaus® Scout II Ohaus World Headquarters (USA) 
Mastercycler   Eppendorf, Hamburg 
Vortex   Heidolph, Kelheim 
Anaerobier Box Arbeitsstation MAKS MG 
500 
Meintrup DWS Laborgeräte GmbH, 
Lähden-Holte, Deutschland 
scil Vet ABC Analysegerät zur Bestim-
mung hämatologischer 
Parameter im Vollblut 
 
scil animal care company, veterinary 
diagnostics, Viernheim, Deutschland 
IDEXX LaserCite® Hämatologie Analysegerät IDEXX GmbH, Ludwigsburg, 
Deutschland 
IDEXX VetTest® Trockenchemie 
Analysegerät 
IDEXX GmbH, Ludwigsburg, 
Deutschland 
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Anhangstabelle VI: Verwendete Chemikalien und Nährmedien 
Chemikalien/Nährmedien Hersteller 
Chemikalien  
Lysis-Puffer ASL®  Quiagen, Hilden 
InhibitEX-Tablette® Quiagen, Hilden 
ATL®-Puffer Quiagen, Hilden 
AL®-Puffer Quiagen, Hilden 
Proteinkinase K Quiagen, Hilden 
AW1®-Puffer Quiagen, Hilden 
Ethanol Roth, Karlsruhe 
AW2®-Puffer Quiagen, Hilden 
AE-Puffer Quiagen, Hilden 
Peptonwasser Merck Diagnostics, Darmstadt 
Nährmedien  
Standard-I-Bouillon (DIN EN 6574) bioMérieux, Nürtingen 
Neomycin-Polymyxin-Agar  
Eigelb-Lactose-Agar  
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 Anhang E : Hämatologie und blutchemische Untersuchungen  
Anhangstabelle VII: Zur Analyse herangezogene Untersuchungszentren bzw. Geräte 
Studienzentrum Labor 
Zentrum 1 Kleintierklinik Elversberg scil VetABC, IDEXX VetTest® 
Zentrum 2 Wuppertal Laboklin 
Zentrum 3 Ahlen IDEXX VetCite®, IDEXX VetTest® 
Zentrum 4 Arnstadt VetMedLab 
Zentrum 5 Wittenberg keine Angabe * 
Zentrum 6 Deersheim VetMedLab 
Zentrum 7 Salzmünde 
Bio Check 
Zentrum 8 Hettstedt 
 
Anhangstabelle VIII: Referenzbereiche der Hämatologie (nach KRAFT u. DÜRR 2005) 
Parameter SI-Einheit [] von bis 
Leukozyten  G/l 6 12 (15) 
Erythrozyten  T/l 5,5 8,5 
Hämoglobin mmol/l 8,2 11,8 
Hämatokrit  l/l 0,40 0,55 
PLT  G/l 150 500 
Lymphozyten abs.  x 106/l 1000 3600 
Lymphozyten % 13 30 
Monozyten abs. x 106/µl 40 500 
Monozyten % 0 4 
Granulozyten abs. x 106/µl 3000 9000 
Granulozyten  % 55 75 
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Anhangstabelle VIII (Fortsetzung I): Referenzbereiche der Blutchemie (nach KRAFT u. 
DÜRR 2005) 
Parameter SI-Einheit [] von bis 
ALB  g/l 25 44 
ALT  IU/l 0 55 
AST IU/l 0 44 
BUN  mmol/l 3,3 8,3 
CREA  µmol/l 35 106 
GGT  IU/l 0 5 
GLU  mmol/l 3,1 6,7 
TBIL  µmol/l 0 3,4 
TP  g/l 54 75 
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Anhang K Untersuchungszentren und Gesamtkeimzahl von Clostridium 
perfringens  
Anhangstabelle XXXIII: Untersuchungszentren zur mikrobiologischen und 
molekulargenetischen Untersuchung 
durchgeführte Untersuchung Untersuchungszentrum 
mikrobiologische Untersuchung 
BioCheck –Labor für Veterinärdiagnostik und 
Umwelthygiene GmbH 
Mölkauer Straße 88 
04288 Leipzig-Holzhausen 
Telefon : 034297/86682 
Telefax : 034297/86831 
E-Mail : biocheck-leipzig@t-online.de 
Internet : www.biocheck-leipzig.de 
Geschäftsführer : Dr. Andrea Lindner 
Amtsgericht Leipzig, HRB 13057 
USt-Id: DE185412740  
molekulargenetische Untersuchung 
Veterinär Labor und Kleintierpraxis Deersheim 
Dr. med. vet. Karin Böhland 
Im Winkel 3 
38835 Deersheim 
Telefon: 039421 - 7 25 23 
Telefax: 039421 - 76 55 
E-mai: mail@labor-boehland.de 
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 Anhangstabelle XXXIV: Gesamtkeimzahl von Clostridium perfringens bei prüfplan-
konformen Patienten aus Versuch A unter Berücksichtung ihrer Behandlung 
Behandlungs-
gruppe 
Patienten-
Nummer 
Gesamtkeimzahl Clostridium perfringens 
Aufnahme Kontrolle Abschluss 
Verum 
1 1,3 x 108 9,6 x 104 3,0 x 107 
5 2,8 x 108 2,0 x 109 k. A. 
7 1,3 x 108 1,9 x 106 0,8 x 104 
11 9,0 x 107 2,0 x 107 2,0 x 107 
15 4,6 x 106 0,9 x 104 0,3 x 106 
21 2,8 x 106 2,6 x 106 9,0 x 107 
23 9,0 x 107 negativ 0,13 x 105 
27 6,0 x 107 5,0 x 109 1,7 x 108 
29 5,0 x 105 1,0 x 107 k. A. 
31 2,1 x 106 3,0 x 103 0,6 x 106 
33 5,0 x 107 1,2 x 108 1,0 x 105 
35 1,6 x 1010 1,0 x 109 4,0 x 109 
37 k. A. 1,0 x 103 negativ 
39 2,0 x 103 negativ k. A. 
Placebo 
2 9,0 x 109 8,0 x 107 negativ 
4 negativ negativ negativ 
6 9,0 x 107 3,0 x 107 0,5 x 106 
10 negativ negativ 1,1 x 104 
12 9,0 x 107 3,3 x 106 4,7 x 106 
14 5,0 x 107 k. A.. k. A. 
16 5,0 x 107 6,0 x 107 4,0 x 109 
18 8,0 x 107 3,0 x 107 1,4 x 108 
20 8,0 x 107 0,5 x 104 4,7 x 106 
22 1,9 x 108 1,2 x 108 1,3 x 106 
24 3,1 x 108 1,9 x 108 3,7 x 106 
26 negativ 5,2 x 104 3,4 x 104 
28 7,0 x 109 4,0 x 107 1,0 x 103 
30 3,0 x 109 6,4 x 1010 1,4 x 106 
32 5,0 x 109 1,0 x 107 6,3 x 108 
34 3,7 x 106 2,6 x 106 k. A.. 
36 6,0 x 107 k. A.. k. A. 
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Anhangstabelle XXXVI: Zusammensetzung und Zusatzstoffe des in Versuch A 
verwendeten gastrointestinal wirksamen Diätfuttermittels (Hill`s 
i/d Trockenfutter) gemäß Deklaration 
Zusammensetzung 
Gemahlener Mais, gemahlener Reis, Volltrockenei, dehydriertes Hühner- und 
Truthahnprotein, Maiskleber, Proteinhydrolysat, Fimbrin® 1260 (lösliche Rohfaserquelle), 
tierische Fette, Pflanzenöl, Dicalciumphosphat, Salz, Kaliumchlorid, Calciumcarbonat, 
Natriumcitrat, Taurin, Vitamine und Spurenelemente 
Inhaltsstoffe (Durchschnittswerte) 
 Orginalsubstanz Trockensubstanz pro 100kcal ME 
Rohprotein 23,9 % 26,0 % 6,7 g 
Rohfett 12,5 % 13,6 % 3,5 g 
Kohlenhydrate (NfE) 47,7 % 51,8 % 13,4 g 
Rohfaser  1,4 % 1,5 % 0,4 g 
Wasser 8,0 % - 2,2 g 
Calcium 0.98 % 1,07 % 276 mg 
Phosphor 0,71 % 0,77 % 198 mg 
Natrium 0,42 % 0,46 % 118 mg 
Kalium 0,87 % 0,95 % 245 mg 
Magnesium 0,08 % 0,08 % 21 mg 
Omega-3 Fettsäuren 0,14 % 0,15 % 39 mg 
Omega-6 Fettsäuren 2,71 % 2,95 % 759 mg 
Taurin 0,09 % 0,10 % 26 mg 
Vitamin A 16 500 I.E./kg 17 935 I.E./kg 462 I.E. 
Vitamin D 850 I.E./kg 924 I.E./kg 24 I.E. 
Vitamin E 600 mg/kg 294 mg/kg 17 mg 
Vitamin C 70 mg/kg 76 mg/kg 2,0 mg 
Beta-Carotin 1,5 mg/kg 1,6 mg/kg 0,04 mg 
Metabolische Energie 
kcal/100 g 357 388  
kJ / 100 g 1494 1624  
Verdaulichkeit Protein 93 %, Fett 96 % und Kohlenhydrate 
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Anhangstabelle XXXVII: Zusammensetzung und Zusatzstoffe des in Versuch A 
verwendeten gastrointestinal wirksamen Diätfuttermittels (Hill`s 
i/d Dosenfutter) gemäß Deklaration 
Zusammensetzung 
Truthahn, gemahlener Reis, Schweineleber, Volltrockenei, Kartoffelstärke, gemahlener 
Mais, Proteinhydrolysat, Fimbrin® 1260 (lösliche Rohfaserquelle), Eisenoxid, 
Dicalciumphosphat, Karamel, jodiertes Salz, Taurin, Vitamine und Spurenelemente 
Inhaltsstoffe (Durchschnittswerte) 
 Orginalsubstanz Trockensubstanz pro 100kcal ME 
Rohprotein 7,3 % 25,9 % 6,5 g 
Rohfett 4,1 % 14,5 % 3,7 g 
Kohlenhydrate 14,7 % 52,1 13,1 g 
Rohfaser  0,2 % 0,7 % 0,2 g 
Wasser 71,8 % - 64,2 g 
Calcium 0.3 % 1,07 % 271 mg 
Phosphor 0,23 % 0,82 % 208 mg 
Natrium 0,12 % 0,44 % 111 mg 
Kalium 0,27 % 0,97 % 245 mg 
Magnesium 0,02 % 0,08 % 19 mg 
Omega-3 0,08 % 0,27 % 68 mg 
Omega-6 0,95 % 3,37 % 848 mg 
Vitamin A 5600 I.E./kg 19 858 I.E./kg 501 I.E. 
Vitamin D 465 I.E./kg 1649 I.E./kg 42 I.E. 
Vitamin E 140 mg/kg 496 mg/kg 13 mg 
Vitamin C 20 mg/kg 71 mg/kg 1,8 mg 
Beta-Carotin 0,4 mg/kg 1,4 mg/kg 0,04 mg 
Metabolische Energie 
kcal/100 g 112 397  
kJ / 100 g 468 1660  
Verdaulichkeit Protein 86 %, Fett 94 % und Kohlenhydrate 93 % 
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Anhang M Akzeptanz der Prüfmedikation 
Anhangstabelle XXXVIII: Akzeptanz der Prüfmedikation einzelner prüfplankonformer 
Patienten unter Berücksichtigung ihrer Behandlungsgruppenzuteilung 
Versuch Patientennummer Behandlungsgruppe 
Akzeptanz 
Tag 1 Tag 2 Tag 3 
A 
1 Verum 2 2 2 
2 Placebo 3 2 4 
4 Placebo 3 4 4 
5 Verum 3 1 1 
6 Placebo 3 4 4 
7 Verum 1 1 1 
10 Placebo 3 2 2 
11 Verum 3 2 2 
12 Placebo 3 3 3 
15 Verum 3 2 2 
16 Placebo 3 3 3 
18 Placebo 1 1 1 
20 Placebo 2 1 1 
21 Verum 2 1 1 
22 Placebo 3 3 3 
23 Verum 2 1 1 
24 Placebo 4 4 3 
26 Placebo 4 2 2 
27 Verum 2 2 2 
28 Placebo 2 2 2 
29 Verum 3 3 3 
30 Placebo 1 2 2 
31 Verum 2 1 1 
32 Placebo 2 3 3 
33 Verum 2 2 2 
34 Placebo 3 3 3 
35 Verum 3 4 3 
36 Placebo 2 3 1 
37 Verum 2 1 1 
39 Verum 1 1 1 
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Anhangstabelle XXXVIII (Fortsetzung I): Akzeptanz der Prüfmedikation einzelner 
prüfplankonformer Patienten unter Berücksichtigung ihrer Behandlungs-
gruppenzuteilung 
Versuch Patientennummer Behandlungsgruppe 
Akzeptanz 
Tag 1 Tag 2 Tag 3 
B 
41 Verum 3 2 2 
42 Placebo 2 3 3 
44 Placebo 3 3 3 
61 Verum 2 3 2 
81 Verum 2 2 2 
82 Placebo 2 2 2 
83 Verum 2 2 2 
84 Placebo 3 3 3 
85 Verum 3 3 3 
121 Verum 1 1 1 
122 Placebo 2 2 2 
123 Verum 2 2 2 
124 Placebo 2 2 2 
125 Verum 1 1 1 
126 Placebo 2 2 2 
127 Verum 1 1 1 
128 Placebo 1 1 1 
129 Verum 1 1 1 
130 Placebo 2 2 2 
131 Verum 2 2 2 
132 Placebo 3 2 2 
133 Verum 2 2 2 
134 Placebo 1 1 1 
135 Verum 2 2 2 
136 Placebo 1 1 1 
138 Placebo 1 1 1 
139 Verum 1 1 1 
140 Placebo 2 2 2 
141 Verum 3 3 3 
142 Placebo 3 3 3 
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Anhangstabelle XXXVIII (Fortsetzung II): Akzeptanz der Prüfmedikation einzelner 
prüfplankonformer Patienten unter Berücksichtigung ihrer Behandlungs-
gruppenzuteilung 
Versuch Patientennummer Behandlungsgruppe 
Akzeptanz 
Tag 1 Tag 2 Tag 3 
B 
145 Verum 3 3 3 
149 Verum 3 3 2 
153 Verum 2 3 2 
154 Placebo 3 3 3 
158 Placebo 3 3 4 
159 Verum 2 2 2 
161 Verum 2 3 3 
162 Placebo 2 3 2 
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